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1 INTRODUZIONE
1.1 Ecosistemi forestali ed inquinamento atmosferico
Per definire appropriatamente il concetto di ecosistema forestale è opportuno
considerare tale sistema come un’associazione biologica complessa comprendente
diverse specie vegetali ed animali, la cui importanza risiede nella molteplicità delle
funzioni svolte. Le foreste sono sempre state sfruttate, infatti, per i prodotti che esse
forniscono, primo fra tutti il legname ma anche prodotti secondari come resine, bacche,
funghi, ecc. All’indiscusso ruolo economico delle foreste si affianca poi il non meno
importante ruolo ecologico, connesso ad importanti funzioni che le foreste svolgono,
quali: la cattura del carbonio, il mantenimento della biodiversità, la protezione ed il
mantenimento stabile del suolo e la regimazione delle acque, con conseguente
protezione da situazioni di pericolosità (frane, valanghe, ecc.), la regolazione dei flussi
termici che arrivano sulla Terra dal Sole, ecc. In tempi più recenti, inoltre, come
conseguenza della maggiore disponibilità di tempo libero per la popolazione, alle
foreste si è associata anche una funzione ricreativa legata all’aspetto turistico.
L’acquisizione negli anni di una sempre maggiore consapevolezza dell’importanza
degli ecosistemi forestali è risultata fondamentale per lo sviluppo di una nuova linea
gestionale di tali ecosistemi, la gestione sostenibile delle foreste, enfatizzata anche
durante il Vertice Mondiale sullo Sviluppo Sostenibile, tenutosi a Johannesburg nel
2002. Tale aspetto è cruciale per assicurare agli ecosistemi forestali la protezione di cui
essi hanno forte necessità. La complessità di tali sistemi li rende, infatti, particolarmente
sensibili ad una molteplicità di fattori, sia abiotici che biotici, fra i quali: i cambiamenti
climatici, le malattie fungine e da insetti, gli incendi, l’inquinamento atmosferico. Per
quanto riguarda quest’ultimo fattore, su cui sarà focalizzata l’attenzione in seguito, è
progressivamente aumentata, a partire dagli anni Ottanta, la consapevolezza degli effetti
nocivi che esso produce sugli ecosistemi forestali.
Secondo quanto riportato nel D.P.R. n. 203/88, l’inquinamento atmosferico è definito
come “ogni modificazione alla normale composizione o allo stato fisico dell’aria
atmosferica, dovuta alla presenza nella stessa di una o più sostanze in quantità e con
caratteristiche tali da alterare le normali condizioni ambientali e di salubrità dell’aria;
da costituire pericolo ovvero pregiudizio diretto o indiretto per la salute dell’uomo; da
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compromettere le attività ricreative e gli altri usi legittimi dell’ambiente, alterare le
risorse biologiche e gli ecosistemi ed i beni materiali, pubblici e privati”. Risulta
evidente come l’inquinamento atmosferico possa essere determinato sia dall’immissione
in atmosfera di nuove sostanze sia dalla variazione nella concentrazione di sostanze
normalmente presenti. Le sorgenti di tali sostanze possono essere naturali (aerosol
marini, degradazione biologica, eruzioni vulcaniche, ecc.) oppure antropiche (traffico
veicolare, produzioni e trasformazioni industriali e, in generale, tutte quelle attività che
implicano processi di combustione). In particolare è possibile distinguere gli inquinanti
atmosferici in: sostanze ossidanti (NOx, PAN, O3), sostanze riducenti (SO2, H2S), acidi
(HF, H2SO4, H2SO3, HCl, HNO3) e fitoeffettori (etilene, erbicidi, fitofarmaci). Un’altra
importante distinzione è fatta tra inquinanti primari e secondari. Gli inquinanti primari
sono immessi direttamente nell’ambiente in seguito ai processi che li hanno prodotti.
Successivamente alla loro emissione in atmosfera, essi vanno incontro a processi di
diffusione, trasporto e deposizione. Sono soggetti, inoltre, a processi di trasformazione
chimico-fisica che possono portare alla formazione degli inquinanti secondari, nuove
specie chimiche che spesso risultano più tossiche e di più vasto raggio d'azione rispetto
ai composti originari. Tra i processi di formazione degli inquinanti secondari, ha
notevole rilevanza la reazione che coinvolge gli ossidi di azoto e gli idrocarburi, in
presenza di luce solare. I prodotti di tale reazione costituiscono il cosiddetto “smog
fotochimico” il quale rappresenta una forma di inquinamento estremamente dannosa in
generale e per gli ecosistemi naturali in particolare.
Per quanto riguarda gli effetti fitotossici degli inquinanti atmosferici è importante
sottolineare come ciò che risulta effettivamente dannoso per un organismo vegetale non
sia tanto la concentrazione ambiente dell’inquinante quanto piuttosto la sua
concentrazione all’interno dell’organismo stesso. È necessario perciò tenere in
considerazione quelli che sono i principali fattori che regolano l’assorbimento degli
inquinanti da parte della pianta: velocità degli scambi gassosi; fattori aerodinamici a
livello di chioma; fattori fisico-chimici a livello di interfaccia tra pianta ed ambiente
circostante; taglia, densità e forma della chioma. La velocità di diffusione di un
inquinante gassoso dall’atmosfera esterna al sito bersaglio è influenzata da una serie di
resistenze fisiche, chimiche e biologiche. In relazione alle diverse scale di risoluzione
utilizzate per lo studio della deposizione degli inquinanti gassosi si individuano diverse
resistenze alla deposizione: resistenza aerodinamica e resistenza superficiale a livello di
copertura vegetale (plant canopy); resistenza cuticolare, resistenza stomatica e
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resistenza residuale a livello di singola foglia; resistenza dell’interfaccia gas-liquido a
livello di tessuto fogliare. Occorre inoltre considerare che a livello fogliare la
deposizione degli inquinanti gassosi interessa siti diversi in relazione al diverso tipo di
inquinante. Per quanto riguarda, ad esempio, NO2, O3, H2S e SO2 la deposizione
interessa prevalentemente l’interno della foglia mentre altre sostanze, come HNO3,
tendono a depositarsi sulla superficie fogliare senza penetrare all’interno. Risulta quindi
evidente che lo studio degli effetti degli inquinanti atmosferici sugli ecosistemi forestali
è caratterizzato da una notevole complessità e richiede perciò un sistema di
monitoraggio e di rilevamento del danno operato su scale diverse, a partire
dall’ecosistema nel suo insieme, passando quindi al singolo organismo, alla foglia ed
infine alla singola cellula.
L’integrazione dei dati ottenuti dagli studi svolti a livelli diversi può quindi
consentire di trarre fondate conclusioni sull’interazione tra vari inquinanti atmosferici e
gli ecosistemi forestali. I risultati ottenuti dal monitoraggio intensivo delle condizioni
delle foreste su vasta scala, sia spaziale sia temporale, dovranno garantire una solida
base scientifica su cui fondare i provvedimenti delle politiche ambientali internazionali
in riferimento alla gestione delle foreste. In particolare tali risultati contribuiranno alla
sempre più precisa definizione di soglie accettabili di concentrazione dei vari inquinanti
in atmosfera. In tal senso riveste una notevole importanza la definizione di valori guida,
rappresentanti i limiti massimi delle concentrazioni destinati alla prevenzione a lungo
termine della salute, alla protezione dell’ambiente e alla costituzione di parametri di
riferimento per l’istituzione di zone specifiche di protezione ambientale per le quali sia
necessaria una particolare tutela della qualità dell’aria. Si individuano inoltre livelli
critici, definiti come le concentrazioni al di sotto delle quali si può escludere una
pericolosità per le foreste. La definizione di tali soglie di concentrazione basate su
fondamenta scientifiche risulta assai importante per quanto riguarda la giustificazione di
politiche di abbattimento degli inquinanti sempre più decise, indirizzate al
perseguimento di uno sviluppo sostenibile, con particolare attenzione alla preservazione
degli ecosistemi forestali.
L’Europa possiede quasi 215 milioni di ettari tra foreste ed altri terreni boschivi, che
complessivamente occupano quasi il 30% della superficie del continente. Per quanto
riguarda l’Unione Europea, le sue foreste si estendono su una superficie di circa 140
milioni di ettari, equivalenti al 36% della superficie totale (Commissione Europea,
2005). Di questi, circa 87 milioni sono considerati foresta utilizzabile (sfruttata per la
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produzione di legno e per beni e servizi non inerenti il legno). È da notare che,
diversamente da quanto accade in altre parti del mondo, le foreste europee sono in
continua seppur lenta crescita, ad un tasso approssimativo dello 0,3% all’anno, grazie al
rimboschimento ed alla rigenerazione naturale. La dislocazione delle foreste coinvolge
un’ampia varietà di condizioni climatiche, geografiche, ecologiche e socio-economiche.
Per quanto riguarda la politica forestale europea, essa ha subito una svolta a partire dagli
anni Ottanta, assumendo un carattere di maggiore coerenza che prima mancava. Ciò in
conseguenza del fatto che tra la fine degli anni Settanta e l’inizio degli anni Ottanta si
cominciarono ad osservare sintomi di deterioramento del vigore arboreo nelle foreste
dell’Europa e del Nord America. Tale graduale deterioramento sembrava spesso non
riconducibile a fattori biotici o abiotici ben precisi perciò si iniziò a parlare di “danno di
nuovo tipo”. I principali sintomi osservati erano: perdita ed ingiallimento delle foglie,
riduzione della crescita diametrica del fusto, prematuro declino della crescita in altezza
del fusto, morte delle radici assorbenti, produzione di rami di forma e lunghezza
anomale, eccessiva produzione di gemme avventizie, alterazione della frequenza di
fruttificazione (Borghetti e Giannini, 1998).
Questa nuova situazione di deperimento forestale (cui spesso si fa riferimento usando
l’espressione “Forest decline”) destò notevole preoccupazione e fu dato perciò avvio ad
una serie di studi volti a determinarne le cause. La principale di esse risultò essere
l’inquinamento atmosferico ed in conseguenza di ciò iniziarono a svilupparsi sistemi di
monitoraggio sempre più intensi, con lo scopo di evidenziare gli effetti degli inquinanti
atmosferici sulle foreste ed i danni prodotti. Per quanto riguarda l’Europa, nel 1985 ha
avuto inizio il Programma di Cooperazione Internazionale sulla Valutazione ed il
Monitoraggio degli Effetti dell’Inquinamento Atmosferico sulle Foreste (ICP Forests),
nell’ambito della Convenzione UNECE sull’Inquinamento Atmosferico
Transfrontaliero a Lunga Distanza (CLRTAP). Nel 1986 l’Unione Europea ha adottato
lo Schema per la Protezione delle Foreste dall’Inquinamento Atmosferico e con il
Regolamento CEE n. 3528/86 ne ha fornito le basi legali. Attualmente sono 39 i Paesi
che partecipano al Programma Pan-Europeo di Monitoraggio. Il programma ICP Forests
prevede il monitoraggio delle condizioni delle foreste europee basato su due diverse
scale di intensità. Nel 1986 è stato stabilito il monitoraggio delle condizioni delle
foreste su vasta scala (Livello I) che prevede il monitoraggio annuale delle condizioni
delle chiome su griglie di 16x16 km dislocate in tutta Europa (circa 6000 punti fissi) a
garanzia di alta rappresentatività. In un elevato numero di punti, in aggiunta alla
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valutazione delle condizioni delle chiome, è svolta anche l’analisi della composizione
chimica delle foglie e del suolo. In molti Paesi, inoltre, sono eseguiti studi su reti di
maggiore densità che fungono da completamento e per l’ottenimento di stime a livello
nazionale e regionale. A partire dal 1994 è stata istituita la rete di monitoraggio
intensivo degli ecosistemi forestali europei (Livello II) con lo scopo di contribuire ad
una migliore comprensione delle relazioni esistenti tra le condizioni delle foreste ed i
fattori di stress, con particolare riferimento all’inquinamento atmosferico. Tale livello di
monitoraggio riguarda oltre 860 aree permanenti di osservazione distribuite nei
principali ecosistemi forestali dei Paesi partecipanti. All’interno di queste aree sono
misurati numerosi fattori chiave, quali: composizione chimica del suolo e della
soluzione circolante, composizione chimica delle foglie, accrescimento arboreo,
vegetazione, condizioni meteorologiche, deposizione degli inquinanti atmosferici, in
aggiunta alle valutazioni annuali sulle condizioni delle chiome. Le indagini condotte nei
due livelli di monitoraggio e le loro frequenze sono riportate in Tabella 1-1.
Tabella 1-1: Indagini condotte nei punti di Livello I e nelle aree di Livello II (Condizioni delle
Foreste in Europa, Bilancio esecutivo, 2003)
 
Per quanto riguarda l’Italia, il monitoraggio su larga scala (Livello I) ha preso avvio
in due momenti successivi in seguito all’istituzione di due reti di rilevamento, una a
carattere nazionale, l’altra a carattere europeo. La rete nazionale è stata messa a punto
nel 1984 e l’anno successivo è stato varato il programma di Indagine sul Deperimento
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delle Foreste (INDEFO) con lo scopo di fornire un quadro indicativo sulla situazione di
deterioramento forestale. Nel 1987, in seguito all’emanazione del Regolamento CEE
n. 3528/86 e nell’ambito del programma europeo di monitoraggio, all’indagine
INDEFO, basata sulla rete nazionale 3x3 km, sono state affiancate indagini di
valutazione dello stato delle chiome degli alberi sulla rete 16x16 km sulla quale in Italia
sono stati individuati fino ad oggi  265 punti di rilevamento distribuiti su tutto il
territorio forestale nazionale. Le indagini effettuate sono rappresentative della superficie
forestale nazionale, pari a 8˙675˙000 ettari (equivalenti al 28,8% della superficie totale).
Successivamente, in recepimento del Regolamento UE n. 1091/94, il Ministero delle
Politiche Agricole e Forestali ha avviato nel 1995 il Programma Nazionale Integrato per
il Controllo degli Ecosistemi Forestali (CONECOFOR) per il monitoraggio forestale
intensivo (Livello II). Tale programma comprende attualmente 31 aree permanenti di
monitoraggio, rappresentative delle principali comunità forestali nazionali, all’interno
delle quali sono svolte le indagini sui fattori già precedentemente elencati.
L’istituzione di una rete europea di monitoraggio è fondamentale per il
conseguimento di una panoramica continua nel tempo degli ecosistemi forestali in
Europa. In base ai dati riportati nel rapporto “Condizioni delle Foreste in Europa –
Bilancio Esecutivo 2003” la valutazione annuale delle condizioni delle chiome (indice
utilizzato per l’individuazione di numerosi fattori ambientali che possono danneggiare
la vitalità delle piante) ha evidenziato, dal 1986 al 2002, un progressivo e costante
deterioramento degli alberi, intervallato da un recupero transitorio a metà degli anni
Novanta. In particolare oltre il 20% dei 130.000 alberi monitorati nel 2002 è stato
classificato come danneggiato. La percentuale dei siti in cui si è registrato un aumento
significativo della defogliazione è pari al 15,8%. Tali siti sono raggruppati lungo il
litorale nord-occidentale della penisola iberica, nelle zone meridionali della Finlandia e
dell’Estonia, nella regione alpina di Austria e Slovenia ed in Croazia.
In luogo di un declino su vasta scala delle condizioni delle foreste, comunque, si
evidenziano piuttosto fluttuazioni annuali specie-specifiche, su cui hanno particolare
influenza l’età degli alberi e le condizioni climatiche dei diversi Paesi. È doveroso
inoltre sottolineare che non è stata delineata una tendenza uniforme a livello europeo ma
piuttosto una serie di situazioni diverse su scala regionale e locale. In particolare si
riscontra una mancanza di dati per quanto riguarda la situazione delle foreste
nell’Europa meridionale ed il potenziale impatto su di esse degli inquinanti atmosferici
(Bussotti e Ferretti, 1998). Le foreste presenti su tale area dovrebbero invece essere
Fotosintesi e risposte di difesa all’ozono in due cloni di pioppo diversamente sensibili
7
maggiormente studiate, soprattutto per le loro particolari caratteristiche, quali la
composizione in specie, le pratiche gestionali, l’impatto antropico e le attuali condizioni
ambientali e climatiche, caratteristiche considerevolmente diverse da quelle presenti
nell’Europa centrale e settentrionale. E’ stato evidenziato, infatti, che fattori quali
l’elevata intensità luminosa, condizioni di prolungata siccità e l’emissione di alte
concentrazioni di precursori dello smog fotochimico possono rappresentare fattori di
stress addizionali per le piante. Le foreste delle regioni mediterranee (Italia, Spagna,
Francia) sono inoltre sottoposte all’azione dell’aerosol marino, un altro importante
fattore determinante il deterioramento di tali foreste, soprattutto per quanto riguarda le
pinete costiere.
Nonostante ci siano evidenti carenze per quanto riguarda la raccolta dei dati, il
sistema di monitoraggio forestale europeo è indubbiamente uno strumento fondamentale
per lo studio degli ecosistemi forestali, degli effetti degli inquinanti atmosferici su di
essi e soprattutto per la loro salvaguardia nell’ottica della gestione sostenibile di tali
ecosistemi.
1.2 Monitoraggio dell’esposizione dei sistemi vegetali all’O3 a livello europeo
L’ozono troposferico è oggi considerato come l’inquinante più diffuso nelle zone
rurali e forestali nel corso della stagione primaverile-estiva, quando si verificano le
condizioni più favorevoli alla sua formazione. In conseguenza di ciò esso rappresenta
quindi una pericolosa minaccia per gli ecosistemi forestali. Gli studi svolti hanno infatti
evidenziato il fatto che le attuali concentrazioni di ozono troposferico risultano
estremamente dannose per le specie arboree forestali, le colture agricole ed i sistemi
vegetali semi-naturali (Kärenlampi e Skärby, 1996). Osservando la distribuzione
dell’ozono su scala globale è emerso che dal 1950 al 1970 la superficie forestale
complessiva esposta a concentrazioni di ozono maggiori di 60 ppb (valore considerato
come soglia di fitotossicità per le specie sensibili) è triplicata. Dal 1990 l’esposizione a
tale concentrazione di inquinante ha interessato il 24% della superficie forestale globale
ed in base alle previsioni fatte questa percentuale arriverà nel 2100 al 50%, pari a 17
milioni di km2 (Fowler et al., 1999). La situazione descritta è rappresentata in Figura
1-1.
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Figura 1-1: Superficie forestale globale in cui i picchi di concentrazione in Luglio superano il valore
di 60 ppb (Fowler et al., 1999)
Nonostante la tossicità dell’ozono per la vegetazione sia stata riconosciuta più di
trenta anni fa, soltanto durante l’ultimo decennio il problema dell’impatto di questo
inquinante è stato affrontato a livello europeo. A tutt’oggi è stato ormai ampiamente
verificato che l’ozono, ai valori di concentrazione riscontrati in Europa, può causare
effetti nocivi quali: danni fogliari visibili, riduzione della crescita e della produzione,
alterazione della sensibilità ad altri stress biotici ed abiotici (Jäger et al., 1993; Fuhrer e
Achermann, 1994).
La consapevolezza di tali effetti, fondata sui numerosi studi scientifici operati al
riguardo, ha rappresentato la base ed il punto di partenza per lo sviluppo di una politica
europea mirata alla riduzione della concentrazione atmosferica di ozono, come di altri
inquinanti allo stesso modo dannosi per gli ecosistemi vegetali. Il primo passo in tale
direzione è stato rappresentato dalla Direttiva 92/72/CEE del Parlamento Europeo e del
Consiglio, entrata in vigore nel marzo 1994 ed incentrata appunto sul problema ozono.
La peculiarità di questa direttiva riguardava il riconoscimento del diritto dei cittadini ad
essere informati sui pericoli derivanti dall’ozono e sulle precauzioni da adottare. In
proposito venivano individuati livelli di attenzione e livelli di allarme. La direttiva,
inoltre, stabiliva delle procedure finalizzate ad armonizzare il monitoraggio delle
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concentrazioni di ozono e la presentazione dei dati ottenuti dagli Stati membri alla
Commissione Europea. Alla Direttiva 92/72/CEE ha fatto seguito la Direttiva
96/62/CEE sulla valutazione della qualità dell’aria, nella quale è stato introdotto il
concetto di valutazione integrata, come conseguenza della complessità dei fattori che
portano alla formazione dell’ozono ed alle relazioni sinergiche che tra di essi si possono
instaurare, influenzando quindi l’esposizione della vegetazione. Successivamente è stata
pubblicata la Direttiva 2002/3/CEE, recepita in Italia con il D.Lgs n.183 del 21/05/2004,
nella quale sono stati fissati gli obiettivi primari a lungo termine, le soglie di allerta e le
soglie di informazione per evitare, prevenire o ridurre gli effetti dannosi dell’ozono
sulla salute umana e sull’ambiente (Tabella 1-2). In tale direttiva sono stati forniti
metodi e criteri per la valutazione della concentrazione ambiente di ozono, sulla base
della quale rendere disponibili per la popolazione adeguate informazioni. È stata
promossa, inoltre, una sempre maggiore collaborazione tra gli Stati membri per la
riduzione dei livelli di ozono.
Tabella 1-2: Valori soglia, obiettivi a lungo termine e valori bersaglio di concentrazione di ozono
per la protezione della salute umana, come previsto dalla Direttiva 2002/3/CEE (EEA, 2005)
Il monitoraggio sistematico dell’ozono attraverso l’Europa è stato avviato alla fine
degli anni Ottanta (Matyssek e Innes, 1999). A partire dal 2001 il Programma EU/ICP
Forests ha lanciato una fase sperimentale per il monitoraggio dell’ozono nelle sue aree
forestali più remote per ovviare al fatto che la maggior parte dei dati disponibili a livello
europeo, relativi all’ozono, riguardano aree urbane, suburbane ed industriali, dove le
misure sono ottenute tramite centraline automatiche in continuo. Tale fase sperimentale
si basa sulla valutazione dei danni visibili da ozono sulla vegetazione e sulla misura
delle concentrazioni atmosferiche di ozono con l’impiego di campionatori passivi.
Questi strumenti sono capaci di “catturare” l’inquinante attraverso meccanismi chimico-
fisici e di fornire valori di concentrazione media relativi al periodo di esposizione. In
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particolare i campionatori passivi si basano sulla reazione tra l’indaco e l’O3 che porta
alla formazione di isatina, determinabile per via spettrofotometrica (Buffoni, 2002). Le
caratteristiche di precisione ed affidabilità possedute da questi strumenti hanno
consentito negli ultimi anni la creazione di reti di misura, anche assai estese in diversi
Paesi, indirizzate prevalentemente alle aree rurali e forestali (P.O.R.G., 1997). Grazie
alla loro affidabilità ed al loro costo ridotto, inoltre, i campionatori passivi si sono
dimostrati particolarmente efficaci in questa fase sperimentale, anche in quanto unico
supporto tecnologico utilizzabile nelle aree forestali remote.
Per conoscere la concentrazione di O3 in aree rurali è inoltre possibile fare ricorso al
biomonitoraggio, ossia all’uso di un organismo, prevalentemente vegetale, per ottenere
informazioni sulla qualità dell’ambiente (Matthews et al., 1982). Tale sistema di analisi
valuta gli effetti integrati dell’inquinamento e dei fattori che possono intervenire a
modificare la risposta delle piante agli inquinanti (fattori ambientali, stato fisiologico
della pianta stessa). Il biomonitoraggio, a differenza dei sistemi fisico-chimici, è perciò
in grado di fornire informazioni sul rischio biologico associato all’esposizione (Paoletti
et al., 2005). Il biomonitor oggi più diffuso a livello internazionale è rappresentato da
una cultivar di trifoglio (Trifolium repens cv regal) con due suoi cloni: NC resistente e
NC sensibile (http://icpvegetation.ceh.ac.uk/). Dal momento che questo trifoglio non si
adatta bene al clima mediterraneo, soffrendo di numerose avversità parassitarie, nelle
regioni che presentano tale clima il biomonitor più classico è Nicotiana tabacum cv Bel-
W3. Attualmente, tuttavia, in Italia non sono disponibili inventari nazionali di
biomonitoraggio dell’ozono (Paoletti et al., 2005).
In base ai dati riportati dall’European Environment Agency (EEA, 2005) (Figura
1-2) riguardanti l’andamento della concentrazione dell’ozono nell’estate 2004 (periodo
di riferimento: Aprile-Settembre) risulta che le eccedenze ai valori soglia di
concentrazione dell’ozono sono state simili a quelle degli anni precedenti, ad eccezione
del 2003, in cui si è registrato il numero più alto di eccedenze. Nel 2003, infatti, picchi
di elevate concentrazioni eccezionalmente lunghi, sia temporalmente sia spazialmente,
si sono verificati soprattutto nella prima metà di Agosto, presumibilmente in relazione
alle straordinariamente elevate temperature registratesi in vaste regioni dell’Europa
(EEA,2003).
Concentrazioni di O3 superiori alla soglia di allarme (240 g/m3 per il valore medio
su un’ora) sono state registrate per la maggior parte nell’Italia settentrionale, nella
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Francia meridionale ed in varie stazioni di Grecia, Spagna e Portogallo. In particolare
l’Italia è stato l’unico Paese europeo che nel 2004 ha superato tale valore soglia per
quasi tutta la stagione vegetativa, da Maggio a Settembre inclusi (ETC-ACC 2004).
Per quanto riguarda invece la soglia di informazione per la popolazione (180 µg/m3
per il valore medio su un’ora), questa risulta essere stata superata almeno una volta in
circa il 35% delle stazioni operative.
Figura 1-2: Massime concentrazioni medie orarie di ozono nel periodo Aprile-Settembre 2004
(mappa prodotta da European Topic Centre on Air and Climate Change, CHMI)
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La variazione nel numero delle eccedenze durante gli anni non può essere spiegata da
una variazione nell’entità di emissione dei precursori dell’ozono, dal momento che tali
emissioni sono progressivamente diminuite di circa il 30% tra il 1990 ed il 2000
(EEA, 2003) (Figure 1-3, 1-4). In base a quanto riportato in “Europe’s environment: the
third assessment” (2003), infatti, i modelli di previsione per il 2010 mostrano una
riduzione dell’esposizione a concentrazioni di ozono troposferico superiori ai valori
soglia. Tuttavia, nonostante i picchi di concentrazione a breve termine si stiano
progressivamente riducendo, i valori medi di concentrazione di ozono su lungo termine
stanno continuamente aumentando.
I superamenti delle soglie registrati risultano più strettamente correlati con
l’innalzamento delle temperature estive in Europa. In conseguenza di ciò si prospetta
che, se il cambiamento climatico globale comporterà il progressivo aumento delle
temperature, saranno registrate sempre più frequenti eccedenze rispetto ai valori fissati
come soglia di informazione per l’ozono ai livelli correnti di emissione.
Figura 1-3: Emissioni di NOx da processi industriali e dal comparto energetico. Anni 2000-2015.
(Rains = modello matematico di riferimento; NEC/Gothenburg Target = obiettivi europei per il
2010) (Fonte: elaborazione ENEA su dati ENEA/APAT)
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Figura 1-4: Scenario di emissioni di COV. Anni 2000-2015. (Rains = modello matematico di
riferimento; NEC/Gothenburg Target = obiettivi europei per il 2010) (Fonte: elaborazione ENEA
su dati ENEA/APAT)
Il monitoraggio degli ecosistemi forestali rappresenta la base per relazionare
l’esposizione della vegetazione all’ozono con gli effetti su di essa prodotti. A tal
riguardo l’indice di esposizione deve essere basato sul concetto di dose effettiva, ossia
deve rilevare le caratteristiche dell’esposizione che più direttamente sono correlate con
la quantità di ozono assorbita dalla vegetazione (Grünhage e Jäger, 1994). Inoltre,
poichè si fa riferimento ad un’esposizione di tipo cronico, ossia a basse concentrazioni
di inquinante per lunghi periodi di tempo, l’indice più opportunamente utilizzabile deve
essere di tipo cumulativo, calcolato in modo da essere rappresentativo del flusso di
ozono, attraverso gli stomi e nella camera sottostomatica, che la pianta può tollerare
senza andare incontro a riduzione della crescita. In particolare si fa comunemente
riferimento al concetto di livello critico, inteso come “la concentrazione atmosferica
dell’inquinante al di sopra della quale possono verificarsi effetti negativi sui recettori,
come le piante, gli ecosistemi ed i materiali, sulla base delle conoscenze attuali”
(UN/ECE, 1988). Nonostante esistano approcci diversi (Grünhage et al., 2001; VDI,
2002) il livello critico adottato per l’ozono è basato sull’indice di esposizione
cumulativa chiamato AOT40 (Accumulated Ozone Exposure Over a Threshold
Concentration of 40 ppb) (UBA, 1996). Questo indice è espresso come sommatoria
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delle eccedenze delle concentrazioni medie orarie di O3 al di sopra del valore di 40 ppb
in un determinato intervallo di tempo ed è calcolato durante le ore del giorno in cui si
registra una radiazione globale uguale o superiore a 50 W m-2, escludendo quindi le ore
notturne, durante le quali sono stati misurati soltanto valori trascurabili di deposizione
dell’ozono sulle colture agricole e sulle specie arboree forestali (WHO, 2000).
Il livello critico per gli ecosistemi forestali (AOT40F) è stato fissato in 10000 ppb*h
come media di 5 anni nelle ore di luce della stagione vegetativa (Kärenlampi e Skärbi,
1996; Fuhrer et al., 1997; SAEFL, 1999) da Aprile a Settembre. Tale valore è stato
recentemente dimezzato (5000 ppb*h) limitatamente alle specie più sensibili e per le
condizioni più favorevoli all’assorbimento di O3 (Karlsson et al., 2003).
Durante gli ultimi 5 anni c’è stato un forte dibattito in Europa sulla possibilità di
sostituire, per la valutazione del rischio a scala regionale, gli indici di esposizione con
modelli di flusso cumulato, poiché questi ultimi tengono conto dell’influenza dei fattori
climatici ed ontogenetici sull’assorbimento (Ashmore, 2005). Al contrario gli indici di
esposizione dipendono solo dalle condizioni atmosferiche che determinano gli episodi
fotochimici, prescindendo dalle caratteristiche degli organismi e dalle funzioni che
regolano l’assunzione di ozono. Gli indici di flusso proposti da Pleijel et al. (2004),
Karlsson et al. (2004) e Uddling et al. (2004) assumono tutti un valore soglia di flusso
fissato, al di sotto del quale non si hanno effetti da ozono, che può essere correlato con
la capacità di detossificare l’O3 assorbito.
Questo nuovo metodo di valutazione del rischio, basato sul flusso dell’ozono
piuttosto che sulla concentrazione esterna e sull’esposizione all’inquinante, può fornire
le basi per previsioni sul futuro impatto di mutevoli esposizioni all’ozono in relazione ai
cambiamenti climatici (Ashmore, 2005). Tuttavia, come risulta da vari esperimenti
svolti (Karlsson et al., 2004), per quanto riguarda le specie arboree i modelli di flusso
non forniscono set di dati più validi rispetto all’indice di esposizione AOT40. È stato
inoltre osservato che, confrontando le evoluzioni di AOT40 e flussi stomatici
limitatamente al solo periodo estivo, i due indicatori presentano un andamento simile. In
base a considerazioni riguardanti la disponibilità idrica risulta che l’AOT40 rappresenta
un indicatore distorto dell’uptake di O3 solo quando l’approvvigionamento idrico alle
piante non è regolare. In questo caso, infatti, i valori massimi di conduttanza stomatica
variano da periodo a periodo e così anche i flussi stomatici. Risulta perciò che,
nonostante i flussi stomatici siano preferibili alle esposizioni in quanto tengono conto
della fisiologia dei vegetali, in ambienti xerici quali quello mediterraneo l’AOT40 può
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rivestire ancora un ruolo importante come indicatore dell’uptake stomatico di ozono
nella stagione estiva.
1.3 Caratteristiche e formazione dell’ozono troposferico
L’ozono è un gas azzurrognolo dall’odore acre e pungente la cui molecola è
costituita da tre atomi di ossigeno (O3) ed ha un peso molecolare di 48,00 dalton.
Esso è naturalmente presente in atmosfera in concentrazioni dell’ordine di
20-80 g/m3. Per la maggior parte (circa il 90%) si trova nella stratosfera, lo strato di
atmosfera che si estende tra i 15 ed i 50 km di altezza dalla superficie terrestre. Qui si
forma per scissione fotolitica dell’ossigeno biatomico ad opera delle radiazioni
ultraviolette e successiva ricombinazione dell’ossigeno atomico con l’ossigeno
molecolare (Figura 1-5).
Figura 1-5: Rappresentazione schematica della formazione dell'ozono nella stratosfera (da
www.ozoneapplications.com/info/cd_vs_uv.htm)
Le reazioni coinvolte sono:
O2 + h → O + O
e
O + O2 + M → O3 + M
dove M rappresenta una specie capace di assorbire l’energia vibrazionale in eccesso
prodotta dalla reazione e di stabilizzare la molecola di O3 formatasi.
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L’ozono formatosi nella stratosfera, per azione di correnti verticali, può passare nella
bassa atmosfera, rappresentando quindi una fonte naturale di ozono troposferico. La
presenza di ozono nella troposfera è comunque prevalentemente dovuta a complesse
reazioni fotochimiche che coinvolgono inquinanti primari quali gli ossidi di azoto (NOx)
ed i composti organici volatili (COV) o idrocarburi. Le sorgenti di tali inquinanti sono
prevalentemente di natura antropica. Nel caso degli ossidi di azoto esse sono
rappresentate in primo luogo dal traffico veicolare e da altri processi di combustione ad
alte temperature. Per quanto riguarda i COV le fonti principali si identificano nei
processi industriali e nell’impiego di solventi organici ma in questo caso possono
risultare assai rilevanti anche le emissioni naturali da parte della vegetazione.
Per azione delle radiazioni ultraviolette nella troposfera avviene una serie di reazioni
indicata come ciclo fotolitico dell’NO2 durante la quale si ha continua produzione e
successiva degradazione dell’ozono. In particolare il biossido d’azoto si riduce a
monossido di azoto liberando ossigeno atomico:
NO2 + h → NO + O
L’ossigeno atomico rappresenta un precursore dell’ozono poiché può ricombinarsi
con l’ossigeno molecolare secondo la reazione precedentemente descritta
O + O2 + M → O3 + M
Il monossido di azoto reagisce quindi con l’ozono riformando biossido di azoto ed
ossigeno biatomico:
NO + O3 → NO2 + O2
Il risultato netto di questo ciclo è perciò essenzialmente un rapido ricambio di NO2 a
livello della troposfera. Tale ricambio risulta in particolare favorito da elevate
concentrazioni di NO e più esattamente da un rapporto NO2/NO spostato a vantaggio
del monossido di azoto.
I composti organici volatili hanno però un’azione interferente con questo ciclo. Gli
idrocarburi possono infatti reagire con l’ossigeno atmosferico o con il radicale
idrossilico (HO•) dando origine alla formazione di specie radicaliche quali il radicale
alchilperossido (ROO•) ed il radicale idroperossido (HOO•). Queste specie chimiche
reagiscono rapidamente con NO ossidandolo a NO2:
NO + ROO• → RO• + NO2
e
NO + HOO• → HO• + NO2
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Tali reazioni consumano perciò il monossido di azoto presente nella troposfera a
scapito della reazione tra questo e l’ozono. Conseguentemente si ha un accumulo di
questo pericoloso inquinante, dipendente non soltanto dalle concentrazioni dei suoi
precursori ma anche dalle particolari condizioni meteorologiche. Dal momento che nelle
reazioni interviene la radiazione solare, infatti, la formazione di ozono è particolarmente
favorita da condizioni di forte irraggiamento, interessando quindi principalmente la
stagione primaverile-estiva. In relazione a ciò, inoltre, è possibile anche individuare un
andamento giornaliero della concentrazione di ozono con la classica configurazione “a
campana”, in cui il valore massimo corrisponde alla massima intensità luminosa, con un
fattore di ritardo di circa un’ora (il tempo, cioè, necessario per l’innesco delle reazioni).
Nonostante la produzione di ozono sia tipica delle aree urbane ad alta densità,
veicolare è ampiamente accertata la presenza di elevate concentrazioni di O3 in zone
lontane dai punti di emissione dei suoi precursori, come le aree rurali e forestali (Ranieri
e Castagna, 2002). I precursori dell’ozono possono infatti essere trasportati per grandi
distanze, da centinaia fino a migliaia di chilometri (European Environment Agency,
EEA, 2003). In particolare nelle aree rurali si verifica un accumulo di NO2, conseguente
a movimenti di trasporto orizzontali, in condizioni di assenza o scarsità di NO. Ciò
determina una elevata produzione di ozono il quale però non viene consumato, poiché
non avviene la reazione tra O3 e NO. L’ozono raggiunge perciò elevati valori di
concentrazione che possono risultare fitotossici sia per le colture di interesse agrario sia
per le specie arboree forestali.
1.4 Effetti fitotossici dell’O3 troposferico e meccanismi di risposta delle piante
Il primo studio relativo ai danni in campo causati dall’ozono su specie arboree
forestali fu eseguito nel 1961 (Berry e Ripperton, 1963) ma già dal 1959 l’ozono era
stato identificato come una “minaccia per l’agricoltura” (Rich, 1964). Da allora, in
relazione al crescente interesse verso questo inquinante, sono state eseguite numerose
ricerche sull’impatto dell’ozono sulla crescita delle piante e sull’accumulo di biomassa
(Chappelka e Samuelson, 1998; Matyssek e Innes, 1999) e attualmente è disponibile
un’ampia letteratura riguardante gli effetti dell’ozono a livello cellulare, biochimico,
fisiologico, morfologico e di ecosistema (Ferretti et al., 2003).
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Gli effetti fitotossici dell’O3 sono principalmente connessi al suo elevato potere
ossidante, conseguente al valore del suo potenziale di ossidoriduzione, pari a +2,07 V.
La fitotossicità dell’ozono può essere determinata da una reazione diretta con le
biomolecole, che subiscono ossidazione, oppure dall’induzione alla formazione di
radicali liberi, in particolare di specie reattive dell’ossigeno (ROS, Reactive Oxygen
Substances). Il danno prodotto è quindi il risultato di reazioni biochimiche e fisiologiche
che avvengono già a livello delle plasmamembrane, a carico delle cellule del mesofillo
(Ferretti et al.,2003).
I tipici danni da ozono rilevati, in particolare per quanto riguarda specie a rapida
crescita, comprendono la diminuzione del contenuto in clorofilla e del tasso
fotosintetico, cambiamenti nell’allocazione del carbonio, l’aumento dell’attività
antiossidante e la riduzione della biomassa. In aggiunta, l’ozono appare indebolire la
resilienza delle specie vegetali in relazione ad un ampio range di fattori abiotici e biotici
(Skärby et al., 1998).
La fitotossicità dell’O3 a livello cellulare determina effetti distinti a seconda del tipo
di esposizione all’inquinante. Stress acuti, conseguenti ad esposizioni ad elevate
concentrazioni di ozono per brevi periodi di tempo, provocano generalmente danni
visibili che consistono essenzialmente nella riduzione della crescita vegetale, e quindi
della biomassa, e nell’espressione di sintomi visibili quali lesioni necrotiche.
Un’esposizione di tipo cronico, caratterizzata da basse concentrazioni di inquinante per
un periodo di tempo prolungato, non produce generalmente danni visibili ma piuttosto
determina cambiamenti a livello biochimico e fisiologico che provocano riduzione di
vigore e di crescita (Heath e Taylor, 1997), effetti molto simili a quelli provocati da una
senescenza precoce (Castagna et al., 2005).
Il fattore decisivo che determina la fitotossicità dell’O3 è rappresentato dalla quantità
effettiva di inquinante che raggiunge i siti reattivi all’interno della foglia (Ranieri et al.,
1999; Ferretti et al., 2003). L’ozono penetra all’interno della foglia principalmente
attraverso gli stomi (solo una trascurabile frazione può penetrare attraverso la cuticola).
Il flusso di ozono è regolato dalle condizioni chimiche e fisiche che esso incontra
durante la transizione dalla fase gassosa a quella liquida. In particolare tale flusso può
essere espresso tramite la relazione, indicata come Legge di Fick:
F = g * (Ca – Ci)
dove “F” rappresenta il flusso, “g” la conduttanza, “Ca” è la concentrazione di ozono
all’esterno della foglia e “Ci” quella all’interno, assunta uguale a zero. Risulta perciò
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evidente che i fattori che maggiormente influenzano il flusso dell’ozono all’interno del
mesofillo sono la concentrazione esterna del gas e la conduttanza stomatica.
In conseguenza del fatto che l’ozono viene assorbito dai vegetali preferenzialmente
attraverso le aperture stomatiche e successivamente decomposto nelle specie reattive
dell'ossigeno (ROS), le piante possono adottare fondamentalmente due strategie
difensive per proteggersi da questo inquinante.
La prima prevede un meccanismo di esclusione dello stress attraverso la chiusura
delle aperture stomatiche. La riduzione della conduttanza stomatica, però, può
comportare una diminuzione nell’assorbimento della CO2 e quindi, se eccessivamente
prolungata, determina la compromissione del processo fotosintetico. Questo metodo di
difesa può perciò risultare vantaggioso soltanto nel caso di un’esposizione
all’inquinante di tipo acuto, ossia limitata ad un periodo di tempo relativamente breve
(Polle, 1998).
La strategia difensiva più efficace riguarda invece la tolleranza dello stress attraverso
l’attivazione di sistemi di detossificazione per le specie reattive dell’ossigeno (Sharma e
Davis, 1997).
Generalmente le piante sono ben adattate a minimizzare il danno ossidativo,
nonostante il livello di protezione endogena contro gli agenti ossidanti vari ampiamente
tra specie diverse, così come il tipo di risposta (Foyer et al., 1994). Gli organismi
vegetali, infatti, producono O2- e H2O2 non solo come conseguenza della fitotossicità
dell’ozono ma anche come risultato del loro normale metabolismo aerobico, in
particolare in processi metabolici quali il trasporto di elettroni nei cloroplasti durante la
fotosintesi e nei mitocondri durante la respirazione (Sharma e Davis, 1997; Foyer e
Noctor, 2003). L’induzione dello stress ossidativo può essere causata inoltre da
condizioni di basse temperature, carenze nutrizionali, presenza di ferite, agenti patogeni,
metalli pesanti, ecc. (Alonso et al., 2001; Baier et al., 2005; Ranieri et al., 2005).
In condizioni non perturbate nelle cellule vegetali è mantenuto uno stato di equilibrio
tra formazione delle ROS e loro rimozione attraverso l’azione di sistemi antiossidanti di
natura enzimatica, quali superossido dismutasi (SOD), catalasi (CAT) e perossidasi
(POD), e di natura non enzimatica, quali acido ascorbico, glutatione, carotenoidi,
flavonoidi e composti fenolici (Noctor e Foyer, 1998; Podila et al., 2001). Tali sistemi
sono stati correlati a caratteristiche di tolleranza allo stress da ozono (Runeckles e
Chevone, 1992; Smirnoff, 1996; Chernikova et al., 2000; Conklin e Barth, 2004).
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Glutatione ed acido ascorbico intervengono, in presenza di enzimi quali ascorbato
perossidasi (APX), deidroascorbato riduttasi (DHAR) e glutatione reduttasi (GR), nel
mantenimento dello stato di ossidazione della cellula. Nel ciclo ascorbato-glutatione
(Figura 1-6) l’H2O2 generata dal metabolismo delle ROS è convertita in H2O a spese del
NADPH (Conklin e Barth, 2004; Foyer e Noctor, 2005).
Figura 1-6: Rappresentazione del ciclo ascorbato-glutatione (o ciclo di Halliwell-Asada)
L’acido ascorbico riveste un ruolo complesso nel mediare la risposta delle piante allo
stress da ozono. Affinchè possa svolgere la sua funzione antiossidante, l’ascorbato deve
essere presente in forma ridotta; quindi sia il tasso di sintesi sia quello di rigenerazione
dell’acido ascorbico, attraverso deidroascorbato e monodeidroascorbato reduttasi,
risultano fondamentali nel mantenimento di un elevato stato redox di tale composto
(Conklin e Barth, 2004). La riduzione dell’acido ascorbico ossidato è operata da
reduttasi localizzate nel citoplasma, per cui si rende necessario il trasporto
dell’ascorbato attraverso le plasmamembrane (Veljovic-Jovanovic et al., 2001).
In aggiunta al ciclo ascorbato-glutatione (o ciclo di Halliwell-Asada), esistono altri
enzimi antiossidanti che svolgono un ruolo cruciale nella rimozione delle ROS. Questi
includono varie isoforme di superossido dismutasi che convertono O2•- in H2O2 e
catalasi e perossidasi che metabolizzano ulteriormente l’H2O2 ad H2O (Kangasjärvi  et
al., 1994; Inzè e van Montagu, 1995; Sandermann, 1996). Mentre l’enzima catalasi è
principalmente localizzato nei perossisomi, isoforme di perossidasi e superossido
dismutasi sono variamente dislocate nella cellula e possono essere localizzate nel
citosol, nei mitocondri e nei cloroplasti.
Oltre alla formazione di ROS come prodotti di degradazione, la cellula vegetale
induce la produzione di specie reattive dell’ossigeno come rapida risposta allo stress da
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ozono (Schraudner et al., 1998). Recenti studi hanno confermato l’ipotesi che
l’induzione della produzione di ROS in conseguenza dello stress da ozono rappresenta
un segnale di allarme a carattere generale che determina la modificazione
dell’espressione genica e del metabolismo in condizioni di stress (López-Huertas et al.,
2000; Podila et al., 2001). In particolare l’H2O2 risulta funzionare come molecola
segnale nella via di trasduzione che include la fosforilazione delle proteine in seguito a
stress ossidativo (Kotvun et al., 2000), che determina la morte cellulare e l’espressione
di geni di difesa (Pellinen et al., 2002; Wohlgemuth et al., 2002). La sua concentrazione
necessita perciò di attenta regolazione al fine di evitare la comparsa di danni di tipo
ossidativo.
Se non presente in elevate concentrazioni, l’H2O2 di per sé è solo moderatamente
tossico ma può essere degradato da metalli di transizione a formare radicali idrossilici
altamente reattivi (Diara et al., 2005). Ciò avviene ad esempio tramite la reazione di
Fenton, che prevede la riduzione di H2O2 a radicale idrossilico ad opera di Fe2+:
Fe2+ + H2O2  Fe3+ + OH- + OH•
Poiché concentrazioni di H2O2 più basse di quelle richieste per indurre la morte
cellulare sembrano essere sufficienti ad attivare geni di difesa (Levine et al., 1994), la
capacità di mantenere una concentrazione ottimale di H2O2 è di vitale importanza nel
determinare la sorte della cellula vegetale.
A livello ultrastrutturale i cambiamenti indotti dall’ozono riguardano la perdita
dell’integrità della membrana cellulare e la conseguente riduzione nella capacità di
trasportare sostanze chimiche e di mantenere l’omeostasi. Il risultante squilibrio ionico
può stimolare la produzione di composti con funzione di difesa e di sistemi
antiossidanti.
Le membrane degli organelli, e specialmente le membrane dei cloroplasti, sono
considerate i bersagli più sensibili al danno da ozono. Le alterazioni ultrastrutturali più
comuni sono il rigonfiamento dei tilacoidi e la produzione di plastoglobuli (Sutinen et
al.,1990; Sellden et al.,1996; Holopainen et al., 1996). Come conseguenza del
danneggiamento dei cloroplasti si verifica il collasso delle cellule del mesofillo,
secondo un tipico meccanismo di risposta ipersensibile (HR) generato dall’accumulo di
ROS (Wohlgemuth et al., 2002), e specialmente di H2O2, nel citoplasma (Oksanen et al.,
2003).
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Recenti studi hanno dimostrato che l’attivazione di un burst ossidativo e l’induzione
di un meccanismo di risposta ipersensibile da parte dell’ozono sono simili ai
meccanismi di difesa delle piante da altri fattori sia biotici, come l’attacco di patogeni
(Kangasjärvi et al., 2005), sia abiotici (eccesso di luce, deficit idrico). Tale modalità di
risposta include la produzione di metaboliti secondari e l’attivazione di geni
comunemente indotti durante l’interazione pianta-patogeno (Sharma e Davis, 1997). Gli
effetti dell’ozono, dunque, si esplicherebbero attraverso una cascata di eventi regolati
dall’induzione di molecole segnale che medierebbero la stimolazione di risposte
secondarie a livello genico, metabolico ed ormonale (Castagna et al., 2005).
Tra i metaboliti secondari di maggiore importanza nelle relazioni pianta-ambiente si
annoverano i composti fenolici. Questi comprendono un ampio range di sostanze
caratterizzate dalla presenza di uno o più gruppi idrossilici, legati ad almeno un anello
aromatico (Waterman e Mole, 1994). In natura i fenoli semplici (C6) non si ritrovano
frequentemente nei tessuti vegetali. Va comunque citata la presenza nei cloroplasti e nei
mitocondri delle cellule vegetali di alcuni chinoni (plastochinone, ubichinone, ecc.)
coinvolti nelle reazioni del metabolismo primario.
Più ampiamente diffusa nelle piante è la classe dei fenilpropanoidi, un gruppo di
composti caratterizzati dallo scheletro carbonioso di base C6-C3 della fenilalanina,
comprendenti cioè un anello aromatico con una catena alifatica laterale a tre atomi di
carbonio. Tali composti derivano tutti dall’acido cinnamico, prodotto a partire dalla
fenilalanina per azione dell’enzima fenilalanina ammonio liasi (PAL), un enzima chiave
che rappresenta il punto di connessione tra il metabolismo primario (via dell’acido
scichimico, Hermann, 1995) ed il metabolismo secondario (Harborne, 1988; Hahlbrock
e Scheel, 1989; Lewis e Yamamoto, 1990; Dixon et al., 1992). La via biosintetica dei
fenilpropanoidi prevede una serie di reazioni di idrossilazione, metilazione e
deidratazione a carico dell’acido cinnamico. Attraverso questa via si formano i più
comuni fenilpropanoidi, tra cui gli acidi idrossicinnammici p-cumarico, caffeico,
ferulico e sinapico e le cumarine. Raramente gli acidi liberi si accumulano all’interno
delle cellule vegetali in elevate concentrazioni; essi si trovano piuttosto in forma
coniugata con gli zuccheri (es: forme coniugate acido salicilico-glucosio), con i
carboidrati della parete cellulare (es: esteri dell’acido ferulico) o con acidi organici (es:
esteri dell’acido sinapico, acido clorogenico) (Dixon e Paiva, 1995).
Piante sottoposte a stress da ozono rispondono generalmente con la stimolazione
dell’attività degli enzimi coinvolti nella via biosintetica dei fenilpropanoidi (Cabané et
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al., 2004). Sia l’attività sia i livelli di trascrizione della PAL sono risultati aumentare
rapidamente in conseguenza di esposizioni all’ozono in varie piante erbacee e specie
forestali (Tingey et al., 1976; Heller et al., 1990; Rosemann et al., 1991; Eckey-
Kaltenbach et al., 1994; Sharma e Davis, 1994; Booker et al., 1996; Tuomainen et al.,
1996; Pääkkönen et al., 1998).
Figura 1-7: Rappresentazione schematica della via biosintetica dei fenilpropanoidi
(www.botany.ubc.ca/douglas/phenylpropanoid.htm)
Altri enzimi del metabolismo secondario dei fenoli sono risultati essere stimolati
dall’ozono sia per quanto riguarda l’attività sia per quanto riguarda i livelli di
trascrizione (Sandermann et al., 1998). Tra questi riveste grande importanza l’alcol
cinnamico deidrogenasi (CAD), considerato un marker della lignificazione poiché
interviene successivamente ai punti di ramificazione della via biosintetica dei
fenilpropanoidi, per la formazione di flavonoidi e altri composti fenolici (Mansell et al.,
1976; Walter et al., 1988).
Gli effetti fitotossici dell’O3 si esprimono anche a livello fisiologico. L’attacco della
membrana del cloroplasto comporta infatti la conseguente riduzione dell’attività
fotosintetica ed inibisce inoltre l’attività della Rubisco (enzima Ribulosio bifosfato
carbossilasi), riducendo in tal modo la fissazione della CO2. La riduzione dell’attività
fotosintetica determina poi un decremento nella produzione di zuccheri solubili ed
amido. Ciò causa una riduzione della crescita come conseguenza del fatto che tali
importanti risorse sono sottratte al processo stesso di crescita ed utilizzate in processi di
detossificazione (Guderian et al., 1985).
Se attualmente è ormai comprovato che l’esposizione all’O3 determina una riduzione
del tasso di fotosintesi netta (Heath, 1994; Farage, 1996; Farage e Long, 1999). non è
Fotosintesi e risposte di difesa all’ozono in due cloni di pioppo diversamente sensibili
24
stato tuttavia ancora chiaramente identificato il sito cellulare bersaglio del danno da
ozono (Guidi et al., 2002). Alcuni autori hanno correlato la diminuzione dell’attività
fotosintetica con una riduzione della conduttanza stomatica (Reich, 1987; Mansfield e
Pearson, 1996). In altri casi è stato assunto che il decremento del tasso fotosintetico sia
il risultato di interazioni tra l’ozono e le cellule fotosinteticamente attive del mesofillo
(Farage et al., 1991). In particolare il primo effetto dell’ozono sul processo fotosintetico
risulta essere la riduzione dell’efficienza di carbossilazione direttamente dovuta alla
riduzione dell’attività della Rubisco. Queste perdite di attività sembra siano imputabili
alla diminuzione della concentrazione di Rubisco nelle foglie piuttosto che ad un
decremento del suo stato di attivazione (Fiscus et al., 2005).
L’ozono interagisce primariamente con i componenti del ciclo di Calvin, provocando
la riduzione del tasso fotosintetico ed una conseguente azione feedback sulla capacità
fotochimica (Reichenauer et al., 1997) che promuove un meccanismo di fotoinibizione
anche in corrispondenza di una moderata densità di flusso dei fotoni (PFD) (Guidi et al.,
1999). Quando l’assimilazione del carbonio è limitata dalla riduzione della conduttanza
stomatica in conseguenza dell’esposizione all’O3 i cloroplasti possono essere soggetti
ad un eccesso di energia che può risultare nella retroregolazione della fotosintesi o nella
fotoinibizione (Demming-Adams e Adams, 1996a).
Nelle normali condizioni ambientali l’ozono è spesso associato ad una elevata
irradianza. È stato quindi ipotizzato che lo stress luminoso possa provocare un danno
aggiuntivo nelle piante sottoposte a stress da ozono. L'energia luminosa assorbita dalle
foglie ozonate, infatti, può ampiamente eccedere la normale richiesta di fotoni per il
trasporto di elettroni durante il processo fotosintetico, poiché l’assorbimento netto di
CO2 da parte delle foglie esposte all’O3 è ridotto. Ciò determina un sovraccarico nel
meccanismo che protegge l’attività del fotosistema II (PSII) dalla fotoinibizione (Guidi
et al., 2002).
La fotoinibizione (inibizione luce-dipendente della fotosintesi) consiste
essenzialmente in due eventi: la diminuzione del trasferimento dell’energia di
eccitazione ai centri di reazione PSII e l’inattivazione e conseguente degradazione della
proteina D1 dei medesimi. In seguito a ciò si innesca un processo di degradazione a
carico delle altre componenti proteiche dello stesso centro di reazione, con conseguente
completa distruzione di tale fotosistema (Ciompi et al., 1997; Ranieri et al., 2000). Nel
contrastare tale sequenza di eventi dannosi è di cruciale importanza il meccanismo di
dissipazione dell’eccesso di energia luminosa attraverso il ciclo delle xantofille (Foyer e
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Mullineaux, 1994; Demming-Adams e Adams, 1996b; Yamamoto e Bassi, 1996;
Ranieri et al., 2000; Ranieri et al., 2001a).
Le xantofille rappresentano uno dei principali gruppi di carotenoidi, composti
isoprenoidi a 40 atomi di carbonio caratterizzati da numerosi doppi legami coniugati,
normalmente presenti come pigmenti accessori nei complessi antenna dei due
fotosistemi (LHCI e LHCII) dove consentono di ampliare lo spettro di assorbimento
degli organismi fotosintetici. Questi composti svolgono inoltre un’importante funzione
protettiva , a prevenzione del danno fotossidativo, neutralizzando lo stato eccitato di
tripletto della clorofilla e lo stato di singoletto dell’ossigeno (1O2).
Tra le xantofille rivestono particolare importanza violaxantina, anteraxantina e
zeaxantina, coinvolte in un processo di dissipazione termica dell’energia in eccesso
(Demming-Adams e Adams, 1992) noto come ciclo delle xantofille. Tale ciclo prevede
la conversione della violaxantina a zeaxantina, attraverso l’intermedio anteraxantina,
tramite reazioni di de-epossidazione, ed il cammino inverso per via epossidativa
(Figura 1-8).
Figura 1-8: Ciclo delle xantofille (cropsoil.psu.edu/Courses/AGRO158/Oxygen.htm)
La formazione di zeaxantina richiede tre principali condizioni: presenza di ascorbato,
attivazione dell’enzima violaxantina de-epossidasi mediata da pH acidi, presenza di
violaxantina (Hager e Holocher, 1994). La violaxantina de-epossidasi, localizzata sulla
superficie interna delle membrane tilacoidali, funziona infatti solo in presenza di pH
sufficientemente bassi (~5), ivi generati dalla traslocazione dei protoni in associazione
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col trasporto elettronico, ed in presenza di una determinata concentrazione (>100M) di
ascorbato in qualità di cofattore riducente (Yamamoto, 1985; Neubauer e Yamamoto,
1994).
Nel PSII la formazione di zeaxantina attraverso le reazioni di de-epossidazione del
ciclo delle xantofille è essenziale per la dissipazione termica pH dipendente dell’energia
luminosa assorbita (Niyogi et al., 1998). Questo meccanismo fotoprotettivo è
frequentemente misurato come qE, ossia come la componente pH-dipendente del
quenching non fotochimico della fluorescenza della clorofilla a (Krause e Jahns, 2003).
La fluorescenza della clorofilla a può essere misurata al fine di ricavare indicazioni
utili sulla fisiologia dell’organismo vegetale in esame poiché, seppur in modo
complesso e limitatamente al PSII, può comunque essere indicativa dell’attività
fotosintetica delle piante superiori. I valori di fluorescenza che vengono generalmente
presi in considerazione risultano essere il massimo valore di fluorescenza (Fm),
osservato quando tutti i centri di reazione del PSII sono chiusi, e la quantità di
fluorescenza (F0) che si osserva quando tutti i centri sono aperti. Il potenziale della
reazione fotochimica del PSII è dato dal rapporto Fv/Fm, dove Fv rappresenta la massima
emissione di fluorescenza (Fv = Fm-F0). Tale rapporto indica l’efficienza fotosintetica
del PSII.
Misure della fluorescenza della clorofilla a hanno evidenziato l’alterazione delle
reazioni luminose della fotosintesi in seguito ad esposizione all’ozono (Reiling e
Davison, 1994; Ciompi et al., 1997; Lorenzini et al., 1999; Ranieri et al., 2001b). Una
riduzione del rapporto Fv/Fm, comunemente ritenuto un segnale di fotoinibizione
(Krause, 1988), è stata frequentemente rilevata in piante sottoposte a stress da ozono
(Reichenauer et al., 1998; Shavnin et al., 1999; Castagna et al., 2001; Lorenzini et al.,
2002).
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2 SCOPO DELLA TESI
L’ozono troposferico, dato il suo elevato potere ossidante, è considerato un
inquinante atmosferico estremamente dannoso per le specie arboree forestali, le colture
agricole ed i sistemi vegetali in generale.
Come evidenziato dai più recenti dati derivati dal monitoraggio della qualità
dell’aria, mentre i valori dei picchi di concentrazione a breve termine si stanno
progressivamente riducendo, continui incrementi vengono registrati relativamente ai
valori medi di concentrazione di ozono su lungo termine. Ciò da un lato comporta la
riduzione degli effetti di un’esposizione acuta all’inquinante ma dall’altro determina
l’aumento dei rischi connessi ad un’esposizione cronica a moderate concentrazioni di
ozono.
In questo senso la presente tesi si prefigge lo scopo di indagare gli effetti di
un’esposizione cronica a concentrazioni di ozono prossime alla sua concentrazione
naturale su due diversi cloni di pioppo (clone Eridano, sensibile, e clone I-214,
resistente) al fine di evidenziare i meccanismi potenzialmente coinvolti nel
conferimento di caratteristiche di sensibilità o tolleranza all’inquinante. I vantaggi
presentati dall’utilizzo di ibridi di pioppo per analisi molecolari includono le ridotte
dimensioni del genoma, la facilità di propagazione vegetativa, i ben sviluppati protocolli
di trasformazione e rigenerazione e la disponibilità di linee clonali O3-sensibili ed
O3-tolleranti (Koch et al., 1998).
Le analisi svolte hanno riguardato alcuni degli indicatori, sia biochimici sia
fisiologici, coinvolti nei meccanismi di risposta delle piante allo stress da ozono, per
quanto riguarda sia il metabolismo primario sia quello secondario. L’attenzione è stata
rivolta allo studio degli effetti dell’inquinante a carico dell’apparato fotosintetico,
attraverso misure in vivo dell’attività fotosintetica e della fluorescenza della clorofilla a
e attraverso la valutazione tramite HPLC del contenuto fogliare dei pigmenti
fotosintetici e accessori, con particolare riferimento all’analisi del ciclo fotoprotettivo
delle xantofille. Attraverso saggi istochimici ed analisi tramite sonde specifiche
fluorescenti è stata monitorata la produzione di H2O2, un’importante molecola cui è
stato riconosciuto il duplice ruolo di composto tossico e di intermedio coinvolto nella
trasduzione del segnale di stress. In relazione a quest’ultimo aspetto è stata valutata
inoltre la produzione di NO, la cui importanza come molecola segnale è stata
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recentemente evidenziata. L’indagine relativa all’attivazione di meccanismi di difesa nei
confronti dello stress da ozono ha preso in considerazione la risposta di alcuni dei
principali enzimi coinvolti nel metabolismo dei composti fenil-propanoidi, quali l’acido
scichimico deidrogenasi, la fenilalanina ammonio liasi e l’alcool cinnammico
deidrogenasi. Tramite HPLC è stato inoltre misurato il contenuto fogliare in acidi
fenolici, nelle loro forme libere, glicosilate ed esterificate. Tali composti, oltre a
rappresentare i precursori della lignina e quindi contribuire indirettamente ad un
incremento nella resistenza meccanica all’inquinante, in virtù delle loro proprietà
antiossidanti, possono agire direttamente come molecole di difesa. Sono stati valutati
infine il contenuto e lo stato redox dell’acido ascorbico, importante metabolita
antiossidante coinvolto nella detossificazione delle specie attive dell’ossigeno.
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3 MATERIALI E METODI
3.1 Condizioni di crescita e fumigazione delle piante
Talee dei due cloni di pioppo (Populus deltoides x maximowiczii, clone Eridano
O3-sensibile; Populus deltoides x euramericana, clone I-214 O3-resistente), gentilmente
fornite dal CRA - Istituto di Sperimentazione per la Pioppicoltura (Casale Monferrato,
AL), sono state poste in vasi di plastica contenenti un miscuglio di terriccio e argilla
espansa [1/1, volume/volume (v/v)] e cresciute per 2 mesi all’aperto.
Per ciascuno dei 2 cloni sono state selezionate piante uniformi con 10 foglie
completamente espanse da sottoporre a fumigazione con ozono. La fumigazione è stata
effettuata in una cella climatica (0,48 m3) in cui i parametri ambientali (luce,
temperatura ed umidità relativa) erano controllati mediante sistemi automatici. La
temperatura era mantenuta a 20±1°C e l’umidità relativa all’85±5%. Tramite una
lampada ad incandescenza era rilasciato all’altezza delle piante un flusso di fotoni di
530 mol fotoni m-2 s-1 (PAR, radiazione fotosinteticamente attiva = 400-700 nm). L’O3
era prodotto da un generatore Fischer 500, alimentato ad ossigeno e raffreddato ad aria
(Fisher Labor und Verfahrenstechnik, Meckenheim, Germania). La concentrazione di
O3 all’interno della camera di fumigazione era continuamente monitorata da un
analizzatore automatico (modello 8810, Monitor Laboratories, San Diego, CA, USA)
operante sul principio dell’assorbimento nell’ultravioletto (UV) e connesso ad un
personal computer dotato di specifico software (Diara et al.,2005).
Le piante sono state sottoposte ad una fumigazione cronica con 60 nl l-1 di O3 5 ore al
giorno per 15 giorni consecutivi. Il materiale di controllo è stato posto in una cella
climatica caratterizzata dalle medesime condizioni operative, ad esclusione della
fumigazione con ozono, sostituito con aria filtrata.
Al termine della fumigazione venivano effettuate le analisi di tipo fisiologico ed una
parte del materiale vegetale fresco era utilizzata per le estrazioni delle attività
enzimatiche, mentre il materiale vegetale necessario per le altre analisi biochimiche
svolte veniva congelato in azoto liquido e mantenuto a –80°C.
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3.2 Valutazione della vitalità cellulare
La vitalità cellulare è stata determinata infiltrando le foglie sottovuoto (-60 kPa) per
1 ora con una soluzione allo 0,25% del colorante Evan’s blue, a cui le cellule con
membrane integre sono comunemente impermeabili.
A seguito dell’infiltrazione le foglie sono state ripetutamente lavate con acqua
deionizzata per eliminare il colorante in eccesso e quindi fotografate (Diara et al., 2005).
Mediante microscopia ottica è stata poi valutata l’integrità delle membrane
plasmatiche.
3.3 Misura degli scambi gassosi e della fluorescenza della clorofilla a
La misura della fotosintesi netta (A), della concentrazione interna di CO2 (Ci), della
conduttanza stomatica (gs) e dell’efficienza d’uso dell’acqua (WUE) è stata effettuata
con un sistema aperto di scambi gassosi ad infrarossi (CIRAS-1 PP-Systema, Herts,
UK), in grado di mantenere costante la temperatura fogliare (26°C), la differenza di
pressione di vapore tra foglia ed aria (2,0 kPa), la radiazione fotosinteticamente attiva
(PAR, 1500 mol m-2 s-1) e la concentrazione di CO2 (365 mol mol-1). Tale sistema era
dotato di una camera fogliare Parkinson per foglie singole (Castagna et al., 2001).
La fluorescenza della clorofilla a del fotosistema II (PSII) è stata misurata sulla
superficie adassiale delle foglie, escludendo le regioni comprendenti le nervature,
tramite l’uso di un fluorimetro (Handy PEA, Hansatech, Herts, UK). Per tale misura
sono state utilizzate foglie giovani completamente espanse, corrispondenti alla settima,
ottava e nona foglia a partire dal basso. Prima della misura della fluorescenza le foglie
sono state adattate al buio per 40 minuti. In tale condizione di adattamento al buio è
stata quindi misurata la fluorescenza iniziale (F0, corrispondente alla condizione in cui
tutti i centri di reazione del PSII sono aperti), in presenza di una debole sorgente
luminosa. Dopo l’esposizione delle foglie ad un singolo impulso saturante di luce rosso-
attinica (650 nm come picco di lunghezza d’onda per la durata di 1 secondo), è stata
determinata la fluorescenza massima (Fm, corrispondente alla condizione in cui tutti i
centri di reazione del PSII sono chiusi). La massima resa quantica del trasporto
elettronico attraverso i centri di reazione aperti del PSII (efficienza fotochimica) è stata
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calcolata come Fv/Fm = (Fm-F0)/Fm. I parametri sono stati ricavati dalla cinetica veloce
della fluorescenza, in base al test 0JIP (Strasser et al., 1995).
3.4 Estrazione e determinazione del contenuto di pigmenti fotosintetici
L’estrazione dei pigmenti è stata effettuata su campioni congelati in azoto liquido e
conservati a T = -80°C fino al momento dell’analisi. Frazioni di campione di circa 0,3g
sono state omogeneizzate in mortaio con acetone puro (grado HPLC) ed una minima
quantità di acido ascorbico. L’estratto è stato poi filtrato mediante un filtro satellite da
0,2 m in PVDF, portato al volume di 2 ml ed immediatamente analizzato. Il
procedimento di estrazione è stato eseguito al buio per evitare la fotodegradazione dei
pigmenti (Ciompi et al., 1997).
Il contenuto di clorofilla a e b e di carotenoidi è stato determinato mediante HPLC,
registrando i picchi in uscita a  = 445 nm. La separazione è stata condotta utilizzando
una colonna Zorbax ODS nonendcapped (Chrompack SA, Raritan, NJ, USA), la cui
fase mobile era costituita da due diverse soluzioni, acetonitrile/metanolo 75/25 v/v
(soluzione A) e metanolo/etilacetato 68/32 v/v (soluzione B). Il programma di eluizione
prevedeva 12 minuti in 100% soluzione A, 3 minuti in gradiente da 100% soluzione A a
100% soluzione B, 15 minuti in 100% soluzione B, infine 2 minuti in gradiente da
100% soluzione B a 100% soluzione A. Durante tutta la fase di separazione il flusso
delle soluzioni era mantenuto a 1 ml min-1 (Thayer e Björkman, 1990, modificato).
3.5 Determinazione del contenuto di H2O2 e NO
La determinazione del contenuto di H2O2 è stata eseguita in situ mediante
infiltrazione sottovuoto (-60 kPa) delle foglie in presenza di diamminobenzidina (DAB,
0,1% in tampone MES 10 mM, pH 6,5), una molecola che reagisce con l’H2O2
formando precipitati di colore bruno. All’infiltrazione è seguito un periodo di
incubazione alla luce di 45 minuti, dopo il quale le foglie sono state depigmentate con
etanolo a 40°C (Thordal-Christensen et al., 1997, modificato).
Il contenuto fogliare di H2O2 in vivo è stato determinato mediante la sonda
fluorimetrica 10-acetil-3,7-diidrossifenoxazina (Amplex Red, Molecular Probes),
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particolarmente sensibile a basse concentrazioni di H2O2 (Mohanty et al., 1997) con cui
reagisce in rapporto stechiometrico 1:1 formando resofurina, un prodotto di ossidazione
fluorescente.
Dischetti fogliari del diametro di 5 mm, prelevati da foglie giovani completamente
espanse, escludendo la nervatura centrale, sono stati immediatamente immersi in azoto
liquido e qui conservati fino al momento dell’analisi. I campioni sono stati incubati,
mantenuti in continua agitazione, per 30 minuti a 25°C in assenza di luce. L’emissione
della resofurina è stata determinata a 590 nm dopo eccitazione a 530 nm mediante un
fluorimetro a piastre. La concentrazione di H2O2 è stata determinata in riferimento ad
una curva standard (0-3,5 M).
I livelli fogliari di NO sono stati determinati tramite l’utilizzo del reagente
4-amino-5-metilamino-2’,7’-diflorofluoresceina diacetato (DAF-FM diacetato), un
composto che in presenza di basse concentrazioni di NO (3 nM) si trasforma nel
derivato fluorescente benzotriazolo (Kojima et al., 1998).
I campioni sono stati preparati con la stessa procedura utilizzata per la
determinazione dell’H2O2 ed incubati al buio a 25°C per 60 minuti in continua
agitazione, in presenza di DAF-FM diacetato 10 M e rilevati per via
spettrofluorimetrica (Ex/Em: 495/515 nm).
3.6 Estrazione e dosaggio dell’attività di enzimi della via biosintetica dei
fenilpropanoidi
Scichimato deidrogenasi (SKDH, E.C. 1.1.1.25)
L’estrazione è stata effettuata su materiale fresco raccolto immediatamente dopo la
fine del trattamento. Il materiale è stato omogeneizzato in mortaio con azoto liquido e
PVPP (1/2, w/w) in presenza di un tampone K-fosfato 0,1 M a pH 7,4 contenente
ditiotreitolo (DTT) 0,5 mM, L-cisteina 2 mM, EDTA 2 mM e 2-mercaptoetanolo
(-MeSH) 8 mM. L’estratto è stato quindi centrifugato a 19000*g per 20 minuti a
0-4°C. L’eluato prelevato è stato immediatamente sottoposto a dosaggio. La misura
spettrofotometrica dell’SKDH è stata effettuata a 25°C in una miscela di reazione
contenente Tris-HCl 0,1 M a pH 9, acido scichimico 4 mM, NADP+ 2 mM ed
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un’adeguata aliquota di estratto proteico fogliare, seguendo la riduzione del NADP+
( = 6,22 mM-1cm-1) a 340 nm per 5 minuti (Diaz et al., 1997).
L-fenilalanina ammonio liasi (PAL, E.C. 4.3.1.5)
Il materiale fresco è stato omogeneizzato in mortaio con un tampone borato 50 mM
(pH 8,5) contenente -MeSH 5 mM. L’omogenato è stato posto in centrifuga a 20000*g
per 20 minuti a 4°C. L’attività enzimatica è stata dosata incubando l’estratto fogliare a
37°C per 1 ora in presenza di fenilalanina (Phe) 100 mM, misurando la formazione
dell’acido cinnammico a 290 nm dopo aver stoppato la reazione con HCl 0,8 M (Ke e
Saltveit, 1986, modificato).
Alcool cinnammico deidrogenasi (CAD, E.C. 1.1.1.195)
Per l’estrazione è stato utilizzato materiale fresco omogeneizzato con azoto liquido e
PVPP in presenza di un tampone K-fosfato 0,1 M (pH 7,4) contenente DTT 0,5 mM,
EDTA 2 mM e -MeSH 8 mM. L’estratto è stato quindi centrifugato a 19000*g per 20
minuti a 0-4°C. La misura dell’attività enzimatica è stata effettuata seguendo
spettrofotometricamente l’ossidazione dell’alcool coniferilico ( = 2,10*104 M-1cm-1) a
coniferil aldeide a 400 nm e 30°C per 5 minuti, in una miscela di reazione contenente
Tris-HCl 100 mM (pH 8,8), alcool coniferilico 0,5 mM, NADP+ 1 mM ed estratto
enzimatico (Babar Ali et al., 2005).
3.7 Estrazione ed analisi degli acidi fenolici
Il materiale vegetale di partenza è stato pesato ed essiccato tramite liofilizzazione.
Due aliquote da 1 g ciascuna sono state poste in palloni da Rotavapor in presenza di
8 ml di acqua deionizzata, 11,5 ml di metanolo e 0,5 ml di una soluzione di morina
(1 mg ml-1) opportunamente preparata al momento, utilizzata come standard interno. Le
sospensioni ottenute sono state poste in agitazione a riflusso per 30 minuti a 60°C,
dopodichè da ciascuna di esse è stato prelevato un volume di 0,5 ml. I due volumi
prelevati, da utilizzare per la quantificazione degli acidi liberi, sono stati quindi uniti in
un’unica frazione, successivamente filtrata con filtro a satellite in PTFE da 0,45 . Per
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effettuare l’idrolisi acida delle forme glicosilate in una delle sospensioni ottenute sono
stati aggiunti 0,0901 g di acido dietil-ditiocarbammico (DETC) e 5ml di HCl 6 N e si è
proceduto a nuova agitazione a riflusso a 90°C per 2 ore. L’altra sospensione, dopo
aggiunta di 0,0901 g di DETC e 100 ml di NaOH 2 N, è stata posta in agitazione a
temperatura ambiente per 4 ore per consentire l’idrolisi alcalina degli addotti esterei. Al
termine dell’agitazione la sospensione è stata portata a pH 2 con HCl 6N. Le due
frazioni sono state poi filtrate tramite imbuto di vetro filtrante (porosità 0). Un’aliquota
di 1 ml è stata prelevata da ciascuna frazione e filtrata con filtro a satellite in PTFE da
0,45 . I volumi così ottenuti sono stati conservati a –20°C fino al momento dell’analisi.
L’analisi del contenuto degli acidi fenolici è stata effettuata tramite apparecchiatura
HPLC-UV costituita da un degassatore di solventi (SCM 1000), una pompa (P 4000) ed
un rivelatore UV-diode array (UV 6000, Thermo Finnigan). La separazione è stata
condotta su una colonna a fase inversa (Prodigy ODS 5 3V 250*4,6 mm,
Phenomenex) dotata di precolonna (Hipersyl ODS 5 10*4 mm). La fase mobile era
costituita da due eluenti, H2O e TFA a pH 2,5 (eluente A) e acetonitrile (eluente B), in
gradiente non lineare fissato, con flusso costante di 0,6 ml min-1 a 25°C. Il
riconoscimento degli analiti di interesse è stato effettuato a 220 e 330 nm, in
corrispondenza dei picchi di massimo assorbimento, per confronto dei tempi di
ritenzione e degli spettri UV con gli standard relativi.
3.8 Estrazione e determinazione del contenuto di acido ascorbico e
deidroascorbico
L'estrazione è stata eseguita omogeneizzando le foglie in un mortaio con l'aggiunta di
N2 liquido e acido metafosforico al 5% in rapporto 1/2 (w/v). Dopo centrifugazione a
14.000*g per 30 minuti a 4°C il surnatante veniva recuperato, centrifugato per 5 minuti
alla massima velocità con una centrifuga da tavolo e, dopo neutralizzazione con KOH
1,5 M era immediatamente utilizzato per il saggio. Un'aliquota di 400 µl di surnatante
veniva aggiunta a 200 µl di acido tricloroacetico (TCA) al 10% e, dopo agitazione,
lasciata incubare per 5 minuti in ghiaccio. Dopo l’aggiunta di 10 µl di NaOH 5 M la
miscela era centrifugata per 2 minuti a 4.000*g.
Per la determinazione del contenuto di ASA a 200 µl di surnatante venivano
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aggiunti 200 µl di tampone NaH2PO4 150 mM pH 7,4 e 200 µl di H2O, mentre per
determinare il contenuto di acido ascorbico totale (ASA + DHA) ad altri 200 µl di
surnatante venivano aggiunti 200 µl di tampone e 100 µl di ditiotreitolo (DTT) 10 mM
e, dopo agitazione ed un'incubazione di 15 minuti a temperatura ambiente, 100 µl di
N-etilmaleimide (NEM) allo 0,5%.
Per entrambe le determinazioni, i campioni venivano quindi agitati e incubati a
temperatura ambiente per almeno 30 secondi e, successivamente, venivano aggiunti 400
µl di TCA al 10%, 400 µl di H3PO4 al 44%, 400 µl di α-α' dipyridil al 4% in etanolo al
70% e 200 µl di FeCl3 al 3%. Dopo vigorosa agitazione i campioni venivano incubati a
37°C per 60 minuti e dopo questo periodo veniva registrata l'assorbanza a 525 nm.
Per entrambe le determinazioni, una provetta contenente H2O al posto dell'estratto
veniva usata come bianco ed il suo valore di assorbanza veniva sottratto da quello dei
campioni. Il contenuto in ASA e DHA veniva calcolato utilizzando una retta di taratura
ottenuta con soluzioni standard di ASA e DHA in concentrazioni note (Law et al. 1983,
modificato).
3.9 Analisi statistica
Per la valutazione degli effetti del trattamento con ozono in entrambi i cloni di
pioppo, l’analisi statistica dei dati ottenuti è stata effettuata mediante ANOVA a due
vie. Le differenze statistiche tra le medie sono state determinate tramite il test della
differenza minima significativa (LSD), al livello di significatività P  0,05.
I dati riportati rappresentano la media ± SE di n repliche (n = 3 per il dosaggio di
H2O2 e NO e per il contenuto degli acidi fenolici; n = 4 per l’attività specifica della
PAL; n = 5 per l’attività specifica della CAD e per il contenuto dell’acido ascorbico; n =
6 per l’attività specifica della SKDH; n = 7 per l’attività specifica della PAL e per Pn,
Ci, gs, WUE e Fv/Fm).
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4 RISULTATI
4.1 Valutazione della vitalità cellulare
Le membrane plasmatiche delle cellule vegetali sono normalmente impermeabili al
colorante Evan’s blue. L’infiltrazione con questo colorante ha rivelato la presenza di
scarse aree colorate in blu nelle foglie del clone I-214 O3-tollerante, sia nel materiale di
controllo sia in quello sottoposto a trattamento, indicando una ben modesta alterazione
dell’integrità cellulare indotta dall’esposizione all’inquinante (Figura 4-1).
Figura 4-1: Risultato della colorazione con Evan's blue in foglie del clone I-214 (controllo, a
sinistra, e ozonato, a destra)
Nel clone Eridano O3-sensibile le foglie sottoposte a fumigazione con ozono
mostravano invece numerose aree blu, rivelando il danneggiamento delle membrane
plasmatiche e la conseguente perdita di vitalità cellulare determinata dal trattamento
(Figura 4-2).
Figura 4-2: Risultato della colorazione con Evan's blue in foglie del clone Eridano (controllo, a
sinistra, e ozonato, a destra)
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4.2 Valutazione degli scambi gassosi e della fluorescenza della clorofilla a
I parametri presi in considerazione per l’analisi degli scambi gassosi nei due cloni di
pioppo sono stati: la fotosintesi netta (A), il contenuto intercellulare di CO2 (Ci), la
conduttanza stomatica (gs) e l’efficienza d’uso dell’acqua (WUE, Water Use
Efficiency).
Per quanto riguarda la fotosintesi netta, in base ai dati ottenuti il clone I-214
O3-tollerante non evidenziava variazioni in risposta al trattamento con l’inquinante,
mentre nel clone Eridano O3-sensibile veniva osservato un significativo decremento
(-39%) dell’attività fotosintetica in conseguenza della fumigazione con ozono
(Figura 4-3).
La conduttanza stomatica risultava aumentare (+46%) nel clone sensibile ozonato
rispetto al controllo, indicando una maggiore apertura degli stomi, un effetto già
precedentemente riscontrato e spesso dimostratosi transiente. Nel clone tollerante non
venivano invece registrate variazioni apprezzabili tra materiale di controllo ed ozonato
(Figura 4-4).
Il contenuto intercellulare di CO2 non variava significativamente in I-214, mentre
risultava aumentare (+19,6%) nel clone Eridano sottoposto a trattamento (Figura 4-5),
come conseguenza sia della ridotta attività fotosintetica sia dell’incremento nella
conduttanza stomatica.
L’efficienza d’uso dell’acqua non variava significativamente in risposta all’ozono in
I-214, mentre subiva una marcata riduzione (-63%) nel clone Eridano, come
conseguenza dell’incremento della conduttanza stomatica O3-dipendente (Figura 4-6).
In base all’ANOVA a due vie tutte le variabili analizzate risultavano influenzate dai
due fattori considerati (O3 e clone). Non significativa risultava esclusivamente la
variazione clonale nel caso della fotosintesi netta. Anche l’interazione tra i due fattori
(O3 x clone) era significativa in tutte le variabili misurate.
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Figura 4-3: Misura dell'attività fotosintetica nei due cloni di pioppo ( controllo,  ozonato). I
valori riportati (espressi in mol CO2 m-2 s-1) rappresentano la media ± ES (n = 7). Lettere diverse
indicano valori significativamente diversi (P  0,05) in base ad ANOVA a due vie seguita da test
LSD
Figura 4-4: Misura della conduttanza stomatica nei due cloni di pioppo diversamente sensibili
( controllo,  ozonato). I valori riportati (espressi in mmol H2O m-2 s-1) rappresentano la
media ± ES (n = 7). Lettere diverse indicano valori significativamente diversi (P  0,05) in base ad
ANOVA a due vie seguita da test LSD
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Figura 4-5: Misura del contenuto intercellulare di CO2 nei due cloni di pioppo diversamente
sensibili ( controllo,  ozonato). I valori riportati (espressi in ppm CO2) rappresentano la
media ± ES (n = 7). Lettere diverse indicano valori significativamente diversi (P  0,05) in base ad
ANOVA a due vie seguita da test LSD
Figura 4-6: Efficienza d'uso dell'acqua (WUE) nei due cloni di pioppo diversamente sensibili
( controllo,  ozonato). I valori riportati rappresentano la media ± ES (n = 7). Lettere diverse
indicano valori significativamente diversi (P  0,05) in base ad ANOVA a due vie seguita da test
LSD
Per la determinazione della fluorescenza della clorofilla a sono stati presi in
considerazione: la fluorescenza iniziale (F0), misurata in corrispondenza della totale
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apertura dei centri di reazione del PSII; la fluorescenza massima (Fm), corrispondente
alla condizione di totale chiusura dei suddetti centri di reazione; il rapporto Fv/Fm,
calcolato come (Fm-F0)/Fm. Quest’ultimo parametro rappresenta l’efficienza fotochimica
massima e può quindi essere indicativo di possibili danni a carico dell’apparato
fotosintetico determinati da vari fattori di stress. Una sua riduzione è infatti ritenuta
essere correlata all’instaurarsi del processo di fotoinibizione.
Le misure effettuate non hanno evidenziato differenze significative indotte dal
trattamento con ozono nel livello basale di fluorescenza (F0) in foglie adattate al buio
nel caso di entrambi i cloni. Il livello massimo di fluorescenza (Fm) risultava maggiore
nel clone sensibile rispetto al clone tollerante, registrando però una debole ma
significativa diminuzione conseguente al trattamento con O3, che non era invece
evidenziata in I-214. Conseguentemente il rapporto Fv/Fm risultava invariato nel clone
tollerante mentre registrava una modesta ma significativa riduzione indotta dal
trattamento con ozono nel clone sensibile (Figura 4-7).
L’ANOVA a due vie ha mostrato che i fattori trattamento e clone e la loro
interazione influivano significativamente sull’efficienza fotochimica massima (Fv/Fm).
Figura 4-7: Rapporto Fv/Fm nei due cloni di pioppo diversamente sensibili all’ozono
( controllo,  ozonato) I valori riportati rappresentano la media ± ES (n = 7). Lettere diverse
indicano valori significativamente diversi (P  0,05) in base ad ANOVA a due vie seguita da test
LSD
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4.3 Contenuto fogliare in pigmenti fotosintetici e accessori
In tabella 4-1 sono riportati i valori medi (± ES) del contenuto in pigmenti fogliari
dei due cloni, ottenuti tramite analisi mediante HPLC in seguito a fumigazione con
ozono.
In particolare non sono state osservate variazioni nel contenuto in violaxantina (V),
anteraxantina (A) e zeaxantina (Z), pigmenti coinvolti nel ciclo delle xantofille,
generalmente stimolato nella direzione di formazione della zeaxantina da condizioni di
fotoinibizione. Tali risultati evidenziavano la mancata attivazione di tale ciclo,
sottolineata dal contenuto nullo in zeaxantina in entrambi i cloni, per quanto riguarda
sia il materiale di controllo sia quello sottoposto a trattamento con ozono.
Conseguentemente risultava chiaramente invariato in entrambi i cloni anche l’indice di
depossidazione (DEPS), calcolato come [(A/2)+Z]/VAZ.
L’analisi statistica dei dati ottenuti effettuata tramite ANOVA a due vie mostrava che
il fattore O3 risultava modificare significativamente il contenuto fogliare in zeaxantina e
violaxantina e conseguentemente le variabili VAZ (somma di violaxantina,
anteraxantina e zeaxantina), xantofille totali e carotenoidi totali. Dal fattore clone
risultava influenzato significativamente il contenuto in clorofilla a, clorofilla b e la loro
somma, clorofilla (a+b). L’interazione dei due fattori (O3 x clone) non apportava invece
significative alterazioni in nessuna delle variabili considerate (Tabella 4-2).
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Tabella 4-2: Risultati dell’analisi statistica tramite ANOVA a due vie dei valori del contenuto
fogliare in pigmenti fotosintetici ed accessori nei due cloni di pioppo (* = grado di significatività,
ns = variazione non significativa)
4.4 Contenuto fogliare in H2O2 e NO
È stato ormai ampiamente dimostrato il duplice ruolo rivestito dall’H2O2, come
composto tossico e come molecola segnale. Poiché per l’attivazione dei geni di difesa
sono sufficienti concentrazioni di H2O2 minori rispetto a quelle necessarie per indurre il
danno ossidativo, la capacità di mantenere concentrazioni ottimali di tale molecola
riveste fondamentale importanza nel determinare il destino delle cellule vegetali.
La colorazione specifica con DAB ha fornito risultati analoghi a quelli
precedentemente ottenuti per i due cloni di pioppo trattati con un singolo pulse di ozono
(150 ppb per 5 ore) (Diara et al., 2005). Mentre nel clone resistente non si osservavano
significative differenze tra materiale di controllo ed ozonato (Figura 4-8), nel clone
sensibile era evidente un accumulo di H2O2 conseguente al trattamento con ozono
(Figura 4-9), a suggerire l’incapacità di tale clone nel mantenere livelli ottimali di
concentrazione di H2O2.
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Figura 4-8: Foglie del clone I-214 sottoposte a colorazione specifica con DAB (controllo, a sinistra, e
ozonato, a destra)
Figura 4-9: Foglie del clone Eridano sottoposte a colorazione specifica con DAB (controllo, a
sinistra, e ozonato, a destra)
Il dato visivo è stato confermato dalla misura del contenuto fogliare di H2O2
mediante l’impiego di una sonda fluorescente specie-specifica. Da tale analisi è risultato
infatti che, mentre nelle foglie del clone I-214 sottoposto a fumigazione la
concentrazione di H2O2 non era significativamente diversa da quella riscontrata nelle
foglie di controllo, nelle foglie trattate di Eridano l’H2O2 subiva un incremento di ben
3,7 volte rispetto al controllo (Figura 4-10). L’analisi statistica tramite ANOVA a due
vie mostrava che sia i due fattori (O3 e clone) singolarmente sia la loro interazione
(O3 x clone) influenzavano significativamente il contenuto fogliare di H2O2.
Recenti studi hanno posto in evidenza il ruolo dell’NO come molecola segnale
capace di mediare la trascrizione di specifici geni di difesa in risposta a vari fattori di
stress, tra cui l’ozono. Dalle analisi effettuate tramite una specifica sonda fluorescente è
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risultato che i livelli di NO aumentavano in risposta al trattamento con O3 in entrambi i
cloni di pioppo, sebbene nel clone resistente l’incremento risultasse doppio rispetto a
quello misurato nel clone sensibile (Figura 4-11). In base all’analisi statistica dei dati
ottenuti il contenuto fogliare di NO risultava significativamente influenzato da entrambi
i fattori considerati (O3 e clone) e dalla loro interazione (O3 x clone).
Figura 4-10: Contenuto di H2O2 in foglie dei due cloni di pioppo di controllo () ed ozonato (). I
valori riportati (espressi in nmol H2O2 cm-1) rappresentano la media ± ES (n = 3). Lettere diverse
indicano valori significativamente diversi (P  0,05) in base ad ANOVA a due vie seguita da test
LSD
Figura 4-11: Contenuto di NO nei due cloni di pioppo diversamente sensibili all'ozono
( controllo,  ozonato). I valori riportati (espressi in unità arbitrarie di fluorescenza)
rappresentano la media ± ES (n = 3). Lettere diverse indicano valori significativamente diversi
(P  0,05) in base ad ANOVA a due vie seguita da test LSD
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4.5 Enzimi della via biosintetica dei fenilpropanoidi
Piante sottoposte a fumigazione con ozono rispondono generalmente con una
stimolazione dell’attività degli enzimi coinvolti nella via biosintetica dei composti
fenilpropanoidi.
In entrambi i cloni di pioppo l’attività dell’SKDH, uno degli enzimi chiave della via
dell’acido scichimico che porta alla sintesi di amminoacidi aromatici e di altri composti
fenolici, era significativamente stimolata dall’esposizione all’O3 (+23% nel clone I-214,
+53% nel clone Eridano, Figura 4-12).
Nel clone I-214 O3-tollerante la fumigazione è risultata indurre un aumento
estremamente marcato nell’attività della PAL, che raggiungeva valori circa 8 volte
maggiori rispetto al controllo (+798%). Nel clone Eridano O3-sensibile si osservava
invece soltanto un modesto, seppur significativo, incremento (+16%). I due cloni di
pioppo mostravano inoltre una differente attività enzimatica costitutiva, che in Eridano
risultava circa 3,5 volte quella del clone I-214 (Figura 4-13). Tali risultati, in analogia
con altri precedentemente acquisiti relativamente ad altre specie vegetali (Koch et al.,
1998; Guidi et al., 2005), sembrano confermare la relazione positiva tra elevati valori di
attività della PAL e maggiore tolleranza allo stress da ozono.
In entrambi i cloni di pioppo sottoposti a fumigazione con ozono era inoltre evidente
una significativa stimolazione dell’attività della CAD (+132% nel clone I-214, +84%
nel clone Eridano, Figura 4-14), uno dei principali enzimi coinvolti nella biosintesi dei
precursori della lignina.
In base all’analisi statistica il fattore ozono induceva variazioni significative in tutte e
tre le attività enzimatiche specifiche misurate. La varietà clonale non risultava
significativa solo nel caso della SKDH, mentre l’interazione dei due fattori (O3 x clone)
era sempre significativa.
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Figura 4-12: Attività specifica dell'enzima SKDH (espressa come mol NADPH formato mg prot-1
min-1) in foglie dei due cloni di pioppo I-214 ed Eridano (, controllo; , ozonato). I valori riportati
rappresentano la media ± ES (n = 6). Lettere diverse indicano valori significativamente diversi (P 
0,05) in base ad ANOVA a due vie seguita da test LSD
Figura 4-13: Attività specifica dell'enzima PAL (espressa come mol acido trans-cinnammico
formato mg prot-1 h-1) in foglie dei due cloni di pioppo I-214 ed Eridano (, controllo; , ozonato). I
valori riportati rappresentano la media ± ES (n = 4). Lettere diverse indicano valori
significativamente diversi (P  0,05) in base ad ANOVA a due vie seguita da test LSD
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Figura 4-14: Attività specifica dell'enzima CAD (espressa come mol coniferilaldeide prodotta mg
prot-1 h-1) in foglie dei due cloni di pioppo I-214 ed Eridano (, controllo; , ozonato). I valori
riportati rappresentano la media ± ES (n = 5). Lettere diverse indicano valori significativamente
diversi (P  0,05) in base ad ANOVA a due vie seguita da test LSD
4.6 Contenuto di acido ascorbico e deidroascorbico
La valutazione dei livelli fogliari di acido ascorbico ha compreso la misura sia della
forma ridotta (ASA) sia della forma ossidata, allo scopo di evidenziare lo stato redox di
tale composto.
Nel clone tollerante non si osservavano significative variazioni indotte dal
trattamento con ozono né nel contenuto della forma ridotta né nel valore totale di acido
ascorbico. Al contrario nel clone sensibile era evidente un incremento conseguente alla
fumigazione con O3 in riferimento sia all’acido ascorbico in forma ridotta sia al
contenuto totale di acido ascorbico (Figure 4-15; 4-16). Dall’analisi statistica tramite
ANOVA a due vie risultava che i due fattori, O3 e clone, determinavano modificazioni
significative in entrambe le variabili (ASA e ASA+DHA). L’interazione tra i due fattori
risultava invece alterare significativamente solo ASA, mentre in ASA+DHA non
induceva significative modificazioni.
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Figura 4-15: Contenuto fogliare in acido ascorbico nella forma ridotta (ASA) nei due cloni di
pioppo diversamente sensibili all’ozono (, controllo; , ozonato). I valori riportati (espressi in
mmol g peso fresco –1) rappresentano la media ± ES (n = 5). Lettere diverse indicano valori
significativamente diversi (P  0,05) in base ad ANOVA a due vie seguita da test LSD
Figura 4-16: Contenuto fogliare totale in acido ascorbico (ASA+DHA) nei due cloni di pioppo
diversamente sensibili all’ozono (, controllo; , ozonato). I valori riportati (espressi in
mmol g peso fresco –1) rappresentano la media ± ES (n = 5). Lettere diverse indicano valori
significativamente diversi (P  0,05) in base ad ANOVA a due vie seguita da test LSD
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In entrambi i cloni lo stato redox dell’acido ascorbico, calcolato come
[ASA/(ASA+DHA)] a partire dalle medie dei valori ottenuti, non mostrava variazioni
significative. La misura del contenuto dell’acido ascorbico nelle sue due forme a livello
sia inter- sia intracellulare sembra indicare perciò che tale molecola non risulterebbe
sufficiente a determinare la diversa sensibilità all’ozono nei due cloni di pioppo, in
analogia a quanto precedentemente osservato nel caso di un’esposizione acuta
all’inquinante per gli stessi due cloni (Ranieri et al., 1999).
4.7 Contenuto fogliare in acidi fenolici
La determinazione tramite HPLC del contenuto fogliare di acidi fenolici è stata
effettuata dosando sia le forme libere sia quelle glicosilate ed esterificate degli acidi
gallico, caffeico, cumarico, ferulico e cinnammico.
Nel clone Eridano si osservava un modesto contenuto di acidi fenolici in forma libera
che non subiva variazioni significative in seguito a trattamento con ozono, fatta
eccezione per la forma libera dell’acido cumarico che presentava un incremento del
57% indotto dall’ozono. Anche gli acidi idrossicinnammici glicosilati non presentavano
variazioni significative nel loro contenuto in risposta allo stress da ozono. Le forme
esterificate mostravano un marcato aumento indotto dall’O3 nel caso dell’acido caffeico
(+194% ) e nel caso del cinnammico (+131,5%); l’acido cumarico non subiva variazioni
significative mentre il ferulico andava incontro ad una riduzione del 56%. Il trattamento
con ozono induceva la produzione delle forme libera e glicosilata dell’acido gallico,
assenti nel controllo così come la forma esterificata la cui produzione non era tuttavia
indotta dall’ozono.
Nel clone I-214 O3-tollerante non è stato riscontrato un andamento generale comune
ai vari acidi fenolici in relazione al loro contenuto nelle diverse forme. Si osservava la
totale assenza di acido gallico sia relativamente al controllo sia per quanto riguarda
l’ozonato. Il contenuto nelle forme libere degli acidi idrossicinnammici era ridotto e in
risposta al trattamento con ozono si osservavano comportamenti diversi (incremento
nell’acido caffeico e nel cinnammico, diminuzione nel cumarico e nel ferulico). L’O3
provocava un modesto incremento nella forma glicosilata dell’acido ferulico ed un
aumento più significativo in quella dell’acido cinnammico, che risultava assente nel
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controllo. Il contenuto nella forma glicosilata dell’acido caffeico subiva invece una
riduzione (-12%) in seguito a trattamento con ozono, riduzione che si verificava, in
modo assai più marcato, anche nel caso dell’acido cumarico (-90%). Le forme
esterificate degli acidi idrossicinnammici subivano una riduzione in risposta all’ozono
nel caso dell’acido caffeico (-86,8%) e dell’acido cumarico (-38,3%), mentre al
contrario si osservava un loro incremento nell’acido ferulico (+21%) e più
marcatamente nell’acido cinnammico (+257%) (Tabella 4-3).
Dall’analisi statistica effettuata mediante ANOVA a due vie risultava che sia i due
fattori (O3 e clone) sia la loro interazione (O3 x clone) influenzavano significativamente
il contenuto di tutti gli acidi idrossicinnammici considerati nelle loro forme libere,
glicosilate ed esterificate, ad eccezione delle forme glicosilate degli acidi ferulico e
caffeico, che non manifestavano alterazioni significative indotte dal fattore O3, e della
forma esterificata dell’acido ferulico, che non risultava significativamente influenzata
dal fattore clone (Tabella 4-4).
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Tabella 4-4: Risultati dell’analisi statistica tramite ANOVA a due vie dei valori del contenuto
fogliare in acidi fenolici nei due cloni di pioppo (* = grado di significatività, ns = variazione non
significativa)
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5 DISCUSSIONE
In relazione alla concentrazione di inquinante a cui sono esposte le piante ed alle
diverse specie vegetali l’ozono può determinare due diversi tipi di effetti comunemente
distinti in acuti o cronici. Un’esposizione di tipo acuto, cioè ad elevate concentrazioni di
O3 per brevi periodi di tempo, determina rapidamente la manifestazione di sintomi
visibili (lesioni necrotiche) sulla superficie fogliare (Lorenzini e Nali, 2005). La risposta
della pianta indotta da un’esposizione acuta all’ozono è generalmente analoga alla
risposta ipersensibile (HR) conseguente all’interazione incompatibile pianta-patogeno
(Rao et al., 2000). Lo stress da ozono di tipo cronico è invece indotto da un’esposizione
a moderate concentrazioni di inquinante per un prolungato periodo di tempo. I danni
visibili provocati da una tale esposizione risultano meno marcatamente manifesti e
possono comprendere, a seconda delle diverse specie vegetali, sintomi quali clorosi e
senescenza precoce (Pell et al., 1997). Mentre un’esposizione di tipo acuto provoca
l’induzione della morte cellulare prima della manifestazione di evidenti variazioni nella
produttività della pianta, un’esposizione di tipo cronico determina invece la riduzione
della produttività della pianta ancor prima della formazione, eventuale, di lesioni visibili
(Heath e Taylor, 1997).
In tale ottica il presente lavoro di tesi è stato rivolto all’indagine degli effetti indotti
da un’esposizione cronica all’ozono e dei meccanismi di risposta attivati in due cloni di
pioppo diversamente sensibili all’inquinante. A conferma di quanto precedentemente
descritto, al termine dei 15 giorni di fumigazione con ozono sintomi visibili erano
presenti solo nelle foglie mature, mentre le foglie più giovani risultavano asintomatiche.
In particolare danni visibili si manifestavano più marcatamente nel clone sensibile
Eridano, risultando in evidenti lesioni puntiformi od estese aree necrotiche, mentre il
clone I-214 O3-tollerante mostrava sintomi tipici di una senescenza precoce.
Data la difficoltà di valutare gli effetti fitotossici dell’ozono sulla base di tale
sintomatologia, risulta fondamentale lo svolgimento di indagini a livello biochimico e
fisiologico per la caratterizzazione delle alterazioni prodotte dall’esposizione
all’inquinante.
L’ozono è stato dimostrato causare l’alterazione dei processi metabolici di base degli
organismi vegetali. In particolare il processo fotosintetico subisce un’evidente riduzione
in conseguenza dello stress ossidativo prodotto dall’ozono (Heath, 1994; Ciompi et al.,
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1997; Farage e Long, 1999; Gravano et al., 2004), principalmente a causa della
riduzione dell’efficienza di carbossilazione. Modificazioni a carico del processo
fotosintetico possono verificarsi prima della comparsa di sintomi visibili sulla superficie
fogliare e la loro entità è dipendente dalla specie vegetale, dall’età delle foglie, dalla
durata dell’esposizione e dalle condizioni ambientali (Castagna et al., 2001).
I risultati ottenuti dalla misura di parametri fotosintetici nei due cloni di pioppo
hanno evidenziato nel clone tollerante l’assenza di differenze significative tra controllo
ed ozonato, sia relativamente alla fotosintesi netta sia relativamente agli altri parametri
presi in considerazione, la conduttanza stomatica (gs), il contenuto intercellulare di CO2
(Ci) e l’efficienza d’uso dell’acqua (WUE).
Nel clone Eridano O3 sensibile è stato evidenziato invece un significativo
decremento (-39%) nella fotosintesi netta (A) indotto dal trattamento con ozono, a
dimostrazione dell’avvenuta alterazione a carico della performance fotosintetica.
In letteratura è generalmente riportata una riduzione della conduttanza stomatica in
conseguenza dello stress da ozono (Reich, 1987; Farage et al., 1991; Moldau et al.,
1993; Ciompi et al., 1997; Castagna et al., 2001). L’induzione della chiusura stomatica
starebbe alla base della riduzione del tasso fotosintetico, anche se secondo alcuni autori
la riduzione di gs rappresenterebbe la conseguenza e non la causa del decremento della
fotosintesi netta (Fiscus et al., 1997; Noormets et al., 2001).
In seguito al trattamento con 60 nl l-1 di ozono per 15 giorni 5 ore al giorno il clone
sensibile Eridano mostrava tuttavia un significativo incremento nella conduttanza
stomatica, un effetto già precedentemente riportato e ritenuto transiente, che potrebbe
essere spiegato dalla perdita di funzionalità da parte degli stomi in seguito al
danneggiamento delle cellule del mesofillo indotto dall’ozono.
Nel clone sensibile si osservava inoltre un significativo aumento del contenuto
intercellulare di CO2 come conseguenza sia della riduzione del tasso fotosintetico sia
dell’incremento della conduttanza stomatica.
È stato dimostrato che l’ozono può provocare alterazioni nella capacità delle piante
di utilizzare l’energia luminosa (Pell et al., 1992). In assenza di adeguati meccanismi
atti a prevenire il potenziale danno derivato da un accumulo di energia di eccitazione
nell’apparato fotochimico può perciò verificarsi una riduzione nel tasso di fissazione
della CO2 e, quindi, un’eccessiva riduzione dei centri di reazione dei fotosistemi che
induce come conseguenza il processo della fotoinibizione (Ort, 2001).
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L’analisi della fluorescenza della clorofilla a misurata in foglie adattate al buio ha
infatti evidenziato, limitatamente al clone sensibile, un modesto ma significativo
decremento in risposta allo stress da ozono nel rapporto Fv/Fm, rapporto che indica
l’efficienza nella cattura dell’energia di eccitazione da parte del fotosistema II. Una
riduzione nel valore di questo parametro, che è comunemente ritenuta un segno di
fotoinibizione, è stata frequentemente osservata in piante sottoposte a trattamento con
ozono (Reichenauer et al., 1998; Shavnin et al., 1999; Castagna et al., 2001; Calatayud
et al., 2002).
Un importante ruolo nel contrastare il fenomeno della fotoinibizione è rivestito dal
ciclo delle xantofille, in grado di dissipare gli eccessi di energia di eccitazione che
potrebbero colpire i centri di reazione (Foyer e Mullineaux, 1994; Demming-Adams e
Adams, 1996a; Yamamoto e Bassi, 1996). La stimolazione O3-dipendente del ciclo
delle xantofille , e quindi l’incremento nel valore dell’indice di depossidazione (DEPS),
sono stati riportati da vari autori (Elvira et al., 1998; Ranieri et al., 2001b; Wehner et al.,
2004). In entrambi i cloni di pioppo fumigati con ozono non è stata evidenziata
l’attivazione di tale ciclo, soprattutto in relazione alla totale assenza di zeaxantina. Ciò
potrebbe essere spiegato con un’interferenza diretta dell’inquinante a livello dell’enzima
violaxantina depossidasi (Mikkelsen et al., 1994), che catalizza le reazioni di
depossidazione delle xantofille, oppure, più probabilmente, ad un’interferenza indiretta
correlabile ad una possibile limitata disponibilità, nel lumen tilacoidale, dell’ascorbato,
indispensabile substrato per l’azione della violaxantina depossidasi (Polle, 1996). Uno
studio precedentemente condotto da Ranieri et al. (2001b) ha evidenziato un
significativo incremento indotto dall’O3 nel valore dell’indice di depossidazione in
entrambi i cloni e più marcatamente nel clone sensibile rispetto a quello tollerante. Tale
discrepanza potrebbe dipendere dalle differenti condizioni di crescita delle piante.
Infatti, mentre nel precedente lavoro le analisi erano svolte su piante allevate in serra in
condizioni controllate, l’allevamento in pieno campo condotto nel presente studio ha
sottoposto le piante testate all’interferenza di altri fattori ambientali.
L’acido ascorbico svolge una funzione di protezione dal danno ossidativo indotto
dall’ozono degradando i prodotti dell’O3 sia tramite reazioni dirette sia tramite reazioni
enzimatiche. La reattività della forma ridotta dell’ascorbato (ASA) con l’ozono e
l’entità del rifornimento di questa forma dal citoplasma all’apoplasto possono essere
responsabili del differente grado di sensibilità mostrato da varie specie vegetali e/o
cultivars. Tuttavia la degradazione dell’ozono tramite reazione diretta con l’ascorbato
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presente sulla parete cellulare sembra non sia sufficiente a spiegare tale diversa
sensibilità nei due cloni di pioppo (Ranieri et al., 1999). I risultati ottenuti, non
evidenziando significative differenze nel contenuto di acido ascorbico indotte
dall’ozono, si dimostrano concordanti con tale constatazione. Va precisato comunque
che le analisi condotte nel presente lavoro di tesi hanno riguardato la misura del
contenuto di acido ascorbico a livello di intera cellula, senza operare distinzioni tra i
vari compartimenti.
È stato ampiamente dimostrato che lo stress ossidativo prodotto dall’ozono è la
conseguenza di uno squilibrio tra la produzione e la degradazione delle ROS, le specie
attive dell’ossigeno (Conklin e Barth, 2004; Baier et al., 2005). Le ROS, ed in
particolare l’H2O2, sono infatti normalmente generate nel corso di processi metabolici
che coinvolgono il trasporto di elettroni, come la fotosintesi e la respirazione. In risposta
a condizioni di stress ambientali, tuttavia, si verifica una maggiore produzione di H2O2
che, insieme ad altre forme reattive dell’ossigeno da essa derivate, può reagire con vari
bersagli cellulari provocandone l’ossidazione. La sorte della cellula vegetale dipende
perciò dal mantenimento o meno di un equilibrio tra generazione e detossificazione
delle ROS mediante sistemi antiossidanti.
Nel corso dell’ultimo decennio numerose indagini hanno rivolto l’attenzione allo
studio delle ROS prodotte in seguito all’esposizione all’O3, ed in particolare all’H2O2,
allo scopo di chiarirne il duplice ruolo di molecole tossiche e di intermedi nella
trasduzione del segnale di stress. Tali studi, rivolti soprattutto alla valutazione delle
risposte ad esposizioni acute all’inquinante (Pellinen et al., 1999, 2002; Langebartels et
al., 2002; Wohlgemuth et al., 2002; Ranieri et al., 2003; Diara et al., 2005) hanno
evidenziato una correlazione tra i siti di accumulo dell’H2O2 e la formazione delle
lesioni sulla superficie fogliare (Pellinen et al. 1999, Wohlgemuth et al., 2002).
In accordo con questi autori ed in analogia con quanto precedentemente osservato nei
due cloni di pioppo trattati con un singolo pulse di ozono (150 ppb per 5 ore) (Diara et
al., 2005), i risultati ottenuti nel presente lavoro di tesi, sia tramite colorazione specifica
con DAB sia mediante sonda fluorescente specie-specifica, hanno evidenziato un
accumulo di H2O2 O3-dipendente particolarmente marcato nel clone sensibile Eridano.
Tale risultato indicava l’incapacità da parte di questo clone di mantenere livelli ottimali
di H2O2, sufficienti ad assicurare la trasduzione del segnale ma non tanto elevati da
indurre il danno ossidativo.
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Recenti studi hanno evidenziato anche il coinvolgimento dell’NO nei meccanismi di
trasduzione del segnale nel caso della risposta ipersensibile e dello stress ossidativo
(Delledonne, 1998, 2003; Durner e Klessing, 1999; Beligni e Lamattina, 2002). Tale
molecola è normalmente sintetizzata dalle piante ed è ritenuto che sia coinvolta nella
crescita radicale ed in processi di maturazione endogena e di senescenza (Leshem et al.,
1998; Ribiero et al., 1999). Gli studi condotti hanno evidenziato che la produzione di
NO avviene generalmente in situazioni in cui è stimolata anche la generazione di H2O2
(Delledonne et al., 1998; Clarke et al., 2000). Si ritiene inoltre che l’NO generato in
risposta ad un attacco da patogeno sia in grado di indurre risposte di difesa analoghe a
quelle indotte dall’H2O2 e che in tali condizioni la risposta allo stress sia mediata da
entrambe le molecole (Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998; Clarke et al., 2000).
Considerando l’analogia fra la risposta delle piante ad agenti patogeni ed allo stress da
ozono, è quindi ipotizzabile che anche nel caso dello stress da ozono la generazione e
l’azione delle due molecole possa essere coordinata. Di conseguenza il maggior
incremento relativo di NO misurato nelle foglie trattate di I-214 rispetto ad Eridano
potrebbe essere interpretato come una sorta di compensazione alla minore produzione di
H2O2 indotta dall’ozono nel clone tollerante rispetto a quello sensibile. Dato il
coinvolgimento dell’NO nell’induzione dei processi di senescenza, la sua maggiore
produzione indotta dall’ozono in I-214 rispetto ad Eridano risulterebbe inoltre
concordare con l’osservazione di sintomi di senescenza precoce nelle foglie mature del
clone tollerante.
Le piante esposte all’ozono generalmente rispondono con la stimolazione sia
dell’attività sia del livello di trascrizione degli enzimi coinvolti nel metabolismo dei
composti fenilpropanoidi (Galliano et al., 1993; Eckey-Kaltenbach et al., 1994; Koch et
al., 1998; Cabané et al., 2004).
In seguito a fumigazione con 60 nl l-1 di O3 5 ore al giorno per 15 giorni, in entrambi
i cloni di pioppo risultava significativamente stimolata l’attività dell’acido scichimico
deidrogenasi (SKDH), uno degli enzimi chiave della via dell’acido scichimico, che
porta alla sintesi di amminoacidi aromatici e di altri composti fenolici. Un incremento
nell’attività di tale enzima, seppur limitato alle foglie più mature, è stato riportato da
Cabané et al. (2004) in piante di pioppo esposte per 30 giorni a 60-120 ppb di O3.
Un altro step metabolico chiave nella sintesi dei fenilpropanoidi è quello catalizzato
dall’enzima fenilalanina ammonio liasi (PAL). La stimolazione dell’attività di tale
enzima in risposta all’esposizione all’ozono è stata osservata in varie specie vegetali
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(Langebartels et al., 1990; Rosemann et al., 1991; Eckey-Kaltenbach et al., 1994; Koch
et al., 1998; Cabané et al., 2004). In entrambi i cloni di pioppo sottoposti a fumigazione
con ozono è stato osservato un incremento nell’attività della PAL, che risultava più
marcatamente evidente nel clone I-214 O3-tollerante, dove raggiungeva valori circa 8
volte maggiori rispetto al controllo. Risultati analoghi sono stati riportati da Tuomainen
et al. (1996) in betulla e Koch et al. (1998) nel pioppo. La stimolazione da parte
dell’ozono degli enzimi della via biosintetica dei fenilpropanoidi, osservata in numerose
specie vegetali, sembra dimostrare che la sintesi dei derivati di tali composti ha una
funzione di protezione dallo stress da ozono. Ciò potrebbe essere correlato alla capacità
dei derivati di fenoli e flavonoidi prodotti dalle piante di funzionare come antiossidanti,
reagendo direttamente con i radicali liberi formatisi in conseguenza dello stress da
ozono (Lewis, 1993). La diversa sensibilità all’ozono dei due cloni potrebbe perciò
essere in parte attribuita all’insufficiente stimolazione del metabolismo dei composti
fenilpropanoidi, con conseguente ridotta produzione di molecole con funzione
antiossidante (Koch et al., 1998).
Un aumento nei livelli di trascrizione e nell’attività dell’alcool cinnammico
deidrogenasi (CAD) in seguito a trattamento con ozono è stato riportato in vari studi
condotti su specie vegetali diverse (Langebartels et al., 1990; Galliano et al., 1993;
Eckey-Kaltenbach et al., 1994; Booker e Miller, 1998; Cabané et al., 2004). Tale
enzima, catalizzando la formazione dell’alcool coniferilico, rappresenta uno dei
principali enzimi coinvolti nella biosintesi dei precursori della lignina. La stimolazione
della CAD, osservata in entrambi i cloni sottoposti a fumigazione con O3, potrebbe
pertanto accelerare il processo di lignificazione delle pareti cellulari, rivestendo quindi
un ruolo chiave nell’induzione della senescenza precoce conseguente ad un’esposizione
prolungata all’ozono.
A completamento dello studio delle attività dei principali enzimi coinvolti nella via
biosintetica dei fenilpropanoidi sono state svolte analisi preliminari sul contenuto in
acidi fenolici nelle foglie dei due cloni di pioppo. I risultati hanno mostrato l’assenza di
variazioni significative nel contenuto dei principali acidi idrossicinnammici glicosilati
nel clone Eridano mentre nel clone I-214 si osservavano modificazioni relativamente a
tali forme in risposta al trattamento con ozono. Gli acidi fenolici glicosilati possono
rappresentare delle forme “inattivate” degli acidi fenolici liberi, la cui concentrazione è
strettamente controllata all’interno delle cellule vegetali a causa della loro potenziale
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tossicità. In questo senso un incremento nel loro contenuto potrebbe garantire alla
cellula vegetale una maggiore protezione dallo stress ossidativo.
Relativamente al contenuto degli acidi idrossicinnammici esterificati, in entrambi i
cloni si sono osservate risposte differenziali all’ozono non riconducibili ad una tendenza
comune ai vari acidi considerati. Gli acidi idrossicinnammici esterificati legati ai
polisaccaridi della parete cellulare possono formare legami incrociati in seguito ad
ossidazione, contribuendo quindi a stabilizzare la parete stessa. Essi possono servire
inoltre da punti di ancoraggio per la deposizione dei polimeri della lignina, implicando
perciò una minore capacità di lignificazione.
L’esterificazione degli acidi idrossicinnammici con il CoA rappresenta il primo
passo della riduzione degli acidi fenolici agli alcooli corrispondenti, la cui
polimerizzazione dà poi origine alla lignina. La diminuzione nel contenuto degli esteri
degli acidi idrossicinnammici, associata alla stimolazione dell’attività della CAD
indotta dall’ozono, potrebbe quindi essere ricondotta ad un maggiore utilizzo di questi
composti nella biosintesi della lignina. Inoltre, dal momento che gli acidi
idrossicinnammici ed i loro esteri con il CoA sono coinvolti anche nella biosintesi dei
flavonoidi, il loro possibile utilizzo lungo questa via potrebbe spiegare, almeno in parte,
la diminuzione di contenuto osservata soprattutto nel clone I-214.
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6 CONCLUSIONI
In seguito al trattamento con 60 nl l-1 di O3 per 15 giorni 5 ore al giorno è stato
osservato un comportamento differenziale nei due cloni in relazione alla loro diversa
sensibilità all’ozono. L’analisi statistica dei dati ottenuti ha evidenziato che il
trattamento con ozono risultava influire significativamente su tutte le variabili
considerate.
Il clone Eridano O3-sensibile evidenziava una significativa alterazione a carico del
processo fotosintetico, dovuta principalmente alla riduzione nella fotosintesi netta. In
tale clone si manifestava inoltre, seppur moderatamente, un processo di fotoinibizione,
ossia di inibizione luce-dipendente della fotosintesi. Nel clone I-214 O3-tollerante non
erano invece evidenti modificazioni a carico dell’apparato fotosintetico, in relazione ai
parametri presi in considerazione nel presente lavoro.
La maggiore sensibilità all’ozono del clone Eridano era evidenziata anche
dall’analisi del contenuto cellulare di H2O2, il cui aumento indotto dal trattamento con
l’inquinante indicava l’incapacità di tale clone di mantenere concentrazioni ottimali di
H2O2 al fine di operare la trasduzione del segnale senza però indurre un danno di tipo
ossidativo. La determinazione del contenuto fogliare di NO mostrava invece un maggior
incremento nella produzione di tale molecola a carico del clone I-214 trattato con
ozono. Questo comportamento sembra concordare con l’azione concertata delle due
molecole nella trasduzione del segnale di stress. Tuttavia l’azione di tali molecole si
inserisce in uno scenario più complesso di interazioni con altre molecole segnale,
costitutivamente presenti nelle cellule vegetali o presenti in concentrazioni più elevate
in risposta a fattori stressanti, tra cui l’acido abscissico, l’acido jasmonico, l’etilene e
l’acido salicilico.
Di fondamentale importanza tra i meccanismi di risposta delle piante all’ozono è il
metabolismo dei composti fenilpropanoidi, verso cui, in caso di stress, viene
convogliata parte delle risorse del metabolismo primario. L’attività dei principali enzimi
coinvolti in questa via metabolica risultava aumentare in seguito a trattamento con
ozono in entrambi i cloni. Tuttavia l’attività della PAL (fenilalanina ammonio liasi)
mostrava un incremento assai più marcato nel clone tollerante rispetto a quello
sensibile, evidenziando la maggiore capacità da parte della pianta di produrre importanti
composti antiossidanti. Un incremento nell’attività e nei livelli di trascrizione
Fotosintesi e risposte di difesa all’ozono in due cloni di pioppo diversamente sensibili
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dell’enzima alcool cinnammico deidrogenasi (CAD) era registrato in entrambi i cloni di
pioppo trattati con ozono, ad evidenziare la stimolazione della sintesi dei precursori
della lignina.
L’analogia tra la risposta a carico del metabolismo dei composti fenilpropanoidi
indotta dall’ozono e quella determinata da un attacco da patogeno o da uno stress da
ferita suggerisce un possibile ruolo della lignina nel conferimento della resistenza
all’O3. Una maggiore tolleranza nei confronti di molecole ossidanti da parte delle
cellule del mesofillo fogliare può infatti essere conferita da un incremento nella
lignificazione delle pareti di tali cellule.
Le proprietà antiossidanti di numerosi composti fenolici suggeriscono che un
incremento nel contenuto di tali molecole, soprattutto a livello dell’apoplasto, può
ridurre gli effetti fitotossici dell’esposizione all’ozono. In base a tale considerazione si
rende interessante l’approfondimento delle analisi sul contenuto fogliare degli acidi
idrossicinnammici e dei flavonoidi, allo scopo di comprendere maggiormente
l’implicazione del metabolismo secondario nella risposta allo stress da ozono.
